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1. Candida albicans.

El estudio de Candida albicans ha experimentado un considerable auge en los
Gltimos anos debido al importante aumento del nimero de pacientes que sufren
infecciones producidas por este microorganismo. La causa de dicho aumento hay que
buscaria, sobre todo, en la aparicion del SIDA, en la extensidén del cancer y en el aumento
del numero de transplantes; todo lo cual ha generado un gran incremento de personas
inmunosuprimidas susceptibles de contraer infecciones por C. albicans. La necesidad
imperiosa de nuevos agentes antiflngicos eficaces, que no presenten problemas como la
toxicidad y la aparicion de cepas resistentes, es uno de los motivos que impulsan a la
investigacion en C. albicans. Otro motive importante surge de las caracteristicas
biolégicas especiales que presenta esta levadura, ya que la capacidad de realizar un
proceso de transicion entre dos formas de crecimiento distintas hace fascinante su estudio
a nivel basico para tratar de entender el mecanismo por el que se lleva a cabo dicho
proceso.

1.1. Caracteristicas biolégicas.

1.1.1. Caracteristicas generales.

C. albicans es una levadura con un tamano medio de 4 a 6 um de diametro
(Saltareili, 1989). Suele vivir en la superficie de la piel y las mucosas humanas sin
ocasionar ningun tipo de problema, pero en situaciones de inmunodepresion puede
causar infecciones superficiales o sistémicas.

C. albicans se clasifica como un hongo imperfecto por no tener un ciclo sexual
conocido, lo que ha hecho que se introduzca dentro de la familia Cryptococcaceae.
Pertenece al género Candida, que esta formado por 30 especies y se puede identificar
basandose en los azticares que es capaz de fermentar y asimilar (Saltarelli, 1989). Otra
caracteristica clave a la hora de identificar esta especie es su capacidad de realizar la
transicién dimorfica.

El color blanco de las colonias de C. albicans también es caracteristico, asi como
la capacidad presentada, sobre todo por determinadas estirpes, de cambiar de morfologia
colonial. Este ultimo fendémeno, denominado “switching”, se produce con elevada
frecuencia en esta especie y, en ocasiones, se ha relacionado con la evasion de las
defensas del huésped en pacientes con candidiasis (Nombela et a/.,, 1989). También se
ha apuntado la posible relevancia del “switching” en el proceso de adaptacion a los
distintos ambientes de crecimiento del hongo (Soll, 1992). Debido a la falta de ciclo
sexual, C. albicans no genera variabilidad mediante la meiosis, por lo tanto este
“switching” puede ser uno de los mecanismos que ha desarrollado esta especie para
generar esa variabilidad fundamental para su adaptacion a los distintos entornos (Sall,
1992). Uno de los cambios mas comunes es el de colonias lisas a colonias rugosas. Este,
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en concreto, esta asociado con el proceso de transicion dimérfica, ya que en las colonias
lisas la morfologia celular es de levadura y, sin embargo, las rugosas estan constituidas
por micelio (Pomés et al., 1985; Slutsky et al., 1985). Otro de los cambios morfologicos, y
uno de los mas estudiados, es la transicion que presentan algunas cepas de este
microorganismo de colonias blancas y cremosas a colonias grises y opacas (transicion
“white-opaque”, en C. albicans WO-1) (Soll, 1993; Soll, 1992). Algunos genes especificos
de cada una de estas fases han sido clonados (PEP1 o Op7a (Morrow et al., 1992) y Op4
(Morrow et al., 1993) de fase opaca y Wh11 (Srikantha y Soll, 1993) de fase blanca). Con
elevada frecuencia en esta especie, pueden aparecer colonias con dos morfologias
diferentes en distintos sectores de la misma. Esto, unido a la gran cantidad de aspectos
diferentes que pueden presentar las colonias de ciertas cepas (que estan relacionados
con la proporcion de levaduras, hifas y pseudohifas en diferentes sectores de la colonia)
(Slutsky et al., 1985) da una idea de la elevada variabilidad fenotipica presentada por
C. albicans (Odds, 1988; Saltarelli, 1989; Soll, 1992).

1.1.2. Transicion dimorfica.

Mediante el proceso denominado transicion dimérfica o filamentacion, levaduras
C. albicans al ser incubadas en condiciones de induccion de este proceso, comienzan a
crecer en forma de hifas. Desde el momento de la induccién, se empieza a producir a
partir de la levadura (o blastospora) el denominado tubo germinativo (prolongacion en
forma de cilindro anterior a la primera septacion) y, a partir de éste, se produce una
divisién mitética con la formacion de un septo con un orificio por el que se comunican los
citoplasmas de las células. La nueva célula formada presenta forma cilindrica y no de
levadura. Las posteriores divisiones se producen en el centro de la célula cilindrica apical
cuando ésta llega al tamafo adecuado, formandose de esta manera las hifas. También
se pueden formar ramificaciones laterales y blastosporas secundarias a partir de estas
hifas. A todo este conjunto se le denomina micelio (Odds, 1988).

C. albicans crece, normalmente, en forma de levaduras que se multiplican por
gemacion pero, en ocasiones, crece como pseudohifas. Estas son, en realidad,
levaduras mas alargadas que no se han separado totaimente y que, por tratarse de
células totalmente formadas, pueden ser separadas mecéanicamente (Gow y Gooday,
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1987; Odds, 1988). También, en determinadas condiciones de cultivo in vitro, algunas
células de las hifas de C. albicans pueden engrosar su pared y producir formas de
resistencia o clamidosporas.

El estudio de la transiciéon dimoérfica se ha abordado basicamente con dos
estrategias diferentes. La primera es la obtencién y estudio de mutantes alterados en este
proceso de forma que, bien sélo crezcan en una de las morfologias o bien sean capaces
de realizar la transicion dimérfica en ausencia de inductores del proceso (Gil ef al., 1990;
Gil et al,, 1988, Nombhela et al., 1989). La segunda estrategia consiste en el estudio
comparativo de las células de una determinada cepa creciendo en condiciones de
induccién de la filamentacién con las mismas células en condiciones de crecimiento
levaduriforme (estudios de diferente expresion de genes, etc.).

La filamentacion se produce como respuesta a un estimulo existente en el
ambiente de crecimiento de la levadura. Este puede ser de muy variada naturaleza:
aumento de ia temperatura, incremento del pH, entrada de las células en fase de carencia
de nutrientes o adicion al medio de incubacion de una serie de sustancias como suero
sanguineo, N-acetilglucosamina, estradiol (Madani ef al, 1994) o ciertos aminoacidos
(prolina, medio de Lee (Lee ef al.,, 1975)) (Culter, 1991, Odds, 1988; Soll, 1986).

La manera en que el estimuio del medio externo es detectado por las levaduras, se
transmite al interior y desencadena los cambios necesarios para que se produzca la
transicion dimorfica es muy poco conocida. Se ha propuesto que el estimulo inductor
produciria un mensaje intracelular que, directamente o a través de cambios en
componentes citoplasmaticos, modificaria el citoesqueleto de la levadura y el patron de la
biosintesis de la pared celular. Estas alteraciones llevarian a cambios en la composicion y
grosor de la pared, asi como en el sitio de gemacion, lo que desembocaria finalmente en
el inicio de la formacion de una hifa (Cannon et al., 1994).

Con respecto a la forma en que se transmite la sefial de induccién de la
filamentacion en el interior celular, algunos genes de C. albicans (homdlogos a genes de
la via de transducciéon de sefiales de apareamiento en Saccharomyces cerevisiag) han
sido implicados en una ruta de transduccioén de sefales de C. albicans que interviene en
el desarrollo de las hifas. Estos genes son: CST20 (codifica la proteina homdloga a la
proteina quinasa Ste20p (Koéhler y Fink, 1996; Leberer et al., 1996)), HST7 (codifica un
homoélogo de la MAP quinasa quinasa Ste7p (Clark et al, 1995)) y CPH1 (codifica el
homélogo del activador transcripcional Ste12p (Liu ef al., 1994; Malathi et a/., 1994)). La
interrupcion de estos genes en C. albicans suprime la formacion de hifas en ciertas
condiciones (Kdhler y Fink, 1996; Leberer ef al., 1996; Liu ef al., 1994). De todas formas,
mutantes en la mencionada via todavia pueden formar hifas en respuesta a suero, 10 que
sugiere la existencia de otras rutas de sefalizacién implicadas también en este proceso.

El mecanismo molecular que regula el proceso de la transicién dimérfica debe de
ser bastante complejo. Hasta la fecha, muchos de los esfuerzos realizados para su
comprensién han llevado, en muchas ocasiones, a la descripcién de genes con expresion
diferencial en fases de levadura y de micelio o de proteinas con distinto grado de actividad
en las dos morfologias, perc no al hallazgo de los genes implicados en la propia
regulacion de dicho proceso de transicion dimaorfica.

Asi, se han identificado genes cuya expresion se encuentra inducida como
respuesta al desarrollo de las hifas, como son ECE7 (asociado con el crecimiento del
micelio) (Birse ef al., 1993), HYR1 (Bailey et al., 1996) y HWP1 (Staab et al., 1996). Estos
dos ultimos posiblemente codifican proteinas de pared. El hecho de que genes

11



INTRODUCCION

relacionados con la pared celular se regulen en la transicién dimérfica es de esperar, ya
que esta estructura presenta diferente composicién en levaduras y micelios (Cannon et
al., 1994). También los genes CHS2 (Gow et al., 1994) y CHS3 (Sudoh et al, 1993), que
codifican las enzimas de sintesis de pared celular quitinsintetasa 2 y 3 respectivamente,
aumentan su expresién durante la transicion levadura-micelio. Otros genes cuya
expresién se correlaciona con la produccion de hifas a pH neutro son SAP4, SAPS y
SAPS6, que codifican proteinasas asparticas de secrecion (Hube ef al., 1994).

También se conocen genes cuya expresion es mayor en levaduras que en hifas.
Entre éstos se encuentra SAP2 (Hube ef al., 1994), que codifica 1a proteinasa aspartica
de secrecion mas estudiada de C. albicans y Wh11 que solo se expresa en la levadura en
fase blanca de la transicidn “white-opaque” (Srikantha y Soll, 1993). La expresion del gen
CPY1, que codifica la enzima vacuolar carboxipeptidasa Y, se encuentra regulada
negativamente durante los primeros estadios de la transicion tevadura-micelio (Mukhtar ef
al., 1992). También, la expresion del factor de transcripcion Efg1p esta regulada a nivel
transcripcional, de manera que disminuye hasta niveles muy bajos en condiciones de
induccién de la formacion de hifas (Stoldt et al, 1997). Se ha propuesto que este gen,
EFG1, puede actuar como activador y como represor transcripcional y que se encuentra
implicado en la regulacién de la morfogénesis de ias levaduras, hifas y pseudohifas de
C. albicans.

Se han descrito, asimismo, proteinas cuyas actividades se encuentran reguladas
por el proceso de transicion dimorfica, pero no varian los niveles de mRNA del gen
correspondiente. Asi, la H'-ATPasa codificada por PMAT muestra su cinética alterada en
los tubos germinativos (Monk ef al,, 1993) y la actividad de la ornitina descarboxilasa
(codificada por el gen ODC) se eleva mucho en el momento inicial de la induccion del
dimorfismo (Dominguez, 19986).

En la busqueda de genes con expresién diferencial en ambas morfologias, se han
encontfrado algunos que estan regulados, en realidad, por el factor utilizado para inducir la
transicion dimérfica mas que por el proceso en si. Precisamente, una de estas estrategias
condujo a la clonacion de PHR1. PHR 1y PHRZ2 son dos genes homadlogos cuya expresion
se regula por las variaciones de pH del medio externo. El primero se expresa a pH
superior a 5,5, mientras que PHR?Z2 tiene su mayor expresion a pH 4 6 5. La delecion de
cualquiera de ambos genes produce defectos morfogenéticos en células creciendo al pH
en que se expresan (Fonzi, 1996; Saporito-Irwin ef al., 1995). También el gen HEX1, que
codifica la -N-acetilglucosaminidasa y se clono a partir de la purificacion de esta enzima
del medio de cultivo, tiene su transcripcion inducida en presencia de N-acetilglucosamina
(inductor de la filamentacién) (Cannon et a/., 1994a).

Todo lo expuesto anteriormente parece indicar que, aunque la expresién de
muchos genes se encuentra regulada en el proceso de transicidbn dimorfica, los factores
que la regulan se podrian expresar por igual en ambas morfologias (Brown, 1996). Muy
recientemente, se ha descrito que la disrupcidon del gen RBF1 de C. albicans produce
alteraciones de la morfologia de los filamentos en todos los medios probados (Ishii et al.,
1997). Este gen tiene un dominio de unidn a DNA y, ademas, la proteina que codifica se
localiza en el nucleo, por io que se sugiere que podria tratarse de un factor de
transcripcion que podria estar implicado en la reguiacién de transicién levadura-micelio.

La relacion del dimorfismo con la virulencia es muy controvertida (Odds, 1988;
Ryley y Ryley, 1990). A pesar de que se ha sugerido la mejor adaptacion de las hifas a
penetrar en la piel dafiada (Sherwood ef al., 1992) y parece que éstas juegan un papel
importante en el proceso inicial de invasion, ambas morfologias tienen capacidad de
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iniciar respuestas patolégicas en mamiferos y, normalmente, de tejidos infectados se aisla
una mezcla de levaduras, hifas y pseudohifas. No se puede relacionar solamente a una
de las morfologias de C. albicans con la infeccion y es posible que sea la facilidad para

cambiar de una forma de crecimiento a otra la que contribuya a su capacidad patégena
(Odds, 1988).

1.1.3. Genética de C. albicans y herramientas para su manipulacion.

La determinacion del contenido en DNA de C. albicans y de la cinética de
reasociacion de este DNA desnaturalizado (Olaiya y Sogin, 1979; Riggsby et al,, 1982)
llevé a la conclusién de que se trata de un microorganismo dipioide. Dicha conclusidn se
confirmo con la determinacion de su ploidia basada en estudios genéticos (Kurtz ef al.,
1988; Whelan y Magee, 1981; Whelan et al, 1980). Esta diploidia de C. albicans y ia
carencia de ciclo sexual conocido implican dificuitades en la manipulacién genética de
este microorganismo que han supuesto trabas importantes para el desarrollo de su
estudio a nivel genetico.

El elevado grado de recombinaciéon mitética observado en C. albicans (Whelan y
Soll, 1982), asi como el gran numero de reorganizaciones cromosomicas detectado son
dos mecanismos que podria utilizar dicha especie para generar variabilidad genética en
ausencia de ciclo meidtico. El genoma de C. albicans estd organizado en ocho pares de
cromosomas homélogos pero se observan importantes diferencias cariotipicas entre las
distintas cepas y aislados clinicos (Asakura et al., 1991; Chu et al,, 1993; Mahrous et al,,
1990; Navarro-Garcia et al., 1995a). El conocimiento de la organizacién de este genoma,
asi como la localizacién de genes en los distintos cromosomas (iwaguchi et al, 1990;
Wickes ef al, 1991), estan sufriendo un considerable avance gracias al proyecto de
creacion de un mapa completo de los cromosomas de C. albicans (Chu et al, 1993,
Magee ef al., 1996). También se avanza continuamente en la visién global del conjunto de
los genes de esta levadura debido al proyecto de secuenciacién de su genoma completo
en el que se encuentran implicados varios laboratorios (Magee ef al., 1996).

Respecto a las posibilidades de manipular genéticamente a C. albicans, hasta
hace relativamente poco tiempo sélo era posible obtener mutantes con distintos agentes
mutagenos y forzar sus cruces; sin embargo se carecia de las herramientas necesarias
para el posterior estudio de los defectos genéticos de estos mutantes o para cuaiquier
otro tipo de manipulacién genética. Muchos son los avances recientes en este campo,
como la puesta a punto de sistemas de transformaciéon tanto integrativa (por
recombinacion homologa) (Kurtz ef al.,, 1986) como no integrativa. Esta ultima ha sido
posible gracias al aislamiento de secuencias de replicacién auténoma de esta especie
(ARS) y al desarrollo de vectores autoreplicativos basados en ellas (Cannon et al., 1992;
Cannon ef al.,, 1990; Goshorn ef al., 1992; Herreros ef al., 1992; Kurtz et al., 1987; Pla et
al., 1995).

Otra de las herramientas importantes, surgida recientemente, ha sido 1a adaptacion
por Fonzi e Irwin (Fonzi y Irwin, 1993) del sistema de interrupcion génica utilizado en
S. cerevisiae (Alani et al., 1987). Estos autores también construyeron la cepa de
C. albicans CAl4 (con el gen URA3 delecionado), adecuada para la utilizacion de este
sistema. En este método de interrupcidn génica se utiliza el marcador URA3 de
C. albicans (CalURA3) flanqueado por dos copias del gen hisG de Salmonella
typhimurium. Esta construcciéon se introduce en el gen a interrumpir, dejando a ambos
lados de hisG-CalURA3-hisG suficiente zona del gen de interés como para que se
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produzca recombinacion homéloga. Todo ello sera utilizado para integrarlo en el genoma
de la levadura e interrumpir ambos alelos secuencialmente. Entre los dos pasos de
interrupcion se fuerza la recombinacion entre las dos copias de hisG a ambos lados del
gen marcador y se seleccionan, mediante crecimiento en placas con acido 5-fluoroorético
(5-FOA), aquelios clones que hayan expulsado el mencionado gen URA3. Este metodo de
interrupcidon génica presenta varias ventajas frente a otros sistemas utilizados
anteriormente (Gorman ef al., 1991; Kelly et al., 1988; Kelly ef al., 1987; Kurtz y Marrinan,
1989). Una ventaja es la posibilidad de recuperar la auxotrofia frente a uracilio. Esto
permite poder volver a usar el gen /RA3 como marcador de transformacion en posteriores
interrupciénes de otros genes en la estirpe obtenida con un gen interrumpido. Otra ventaja
es que la cepa CAl4 no ha sido sometida a ningdn proceso de mutagénesis al azar, el
cual podria provocar mutaciones silenciosas en dicha cepa, pero que podrian modificar
las caracteristicas fenotipicas de estirpes obtenidas en interrupciones posteriores de otros
genes.

Recientemente, se ha descrito una variacion de este sistema, que presenta la
ventaja de permitir la interrupcidn de las dos copias de un gen en un solo paso de
transformacion con dos marcadores de seleccion diferentes, gracias a la construccién de
una cepa con dos genes de auxotrofia interrumpidos (Negredo et af., 1997).

Con el desarrollo de todos estos sistemas, el estudio de ia biologia molecular de
C. albicans ha experimentado un gran auge. Se ha clonado un numero importante de
genes utilizando tanto métodos de hibridaciéon como por complementacion funcional del
fenotipo de mutantes de Escherichia coli, S. cerevisiae e incluso de la propia C. albicans
(Pla et al, 1996). Muchos de estos genes han sido interrumpidos en sus dos copias
(Bailey ef al., 1996; Kdhler y Fink, 1996; Liu ef al., 1994; Navarro-Garcia ef al., 1995; San
José et al,, 1996; Sanglard ef al.,, 1997) y se han estudiado las caracteristicas fenotipicas
de los mutantes obtenidos, pudiendo de esta forma conocer sus posibles implicaciones en
procesos tan importantes como el dimorfismo o la virulencia (Becker ef al., 1995; Diez-
Orejas et al., 1997; Gow et al., 1994; Saporito-lrwin et al., 1995; Sarthy ef af., 1997).

En el momento actual, los dos tipos de herramientas en desarrollc mas necesarias
para la manipulacién genética de este microorganismo son los genes indicadores y los
promotores regulables. L.os genes indicadores del nivel de expresion de otros genes
pueden provenir de otros microorganismos o de la misma C. albicans. La expresion de
genes heterolégos en C. albicans tiene la dificultad afiadida de que el cédigo genético de
esta levadura presenta variaciones con respecto al coddigo universal, ya que el codén CTG
que normalmente se traduce por leucina, codifica serina en esta especie (Santos et al,,
1993, Santos y Tuite, 1995; White ef a/., 1995). Como genes indicadores heterdlogos, en
C. albicans se han utilizado: el gen LAC4 de Kluyveromyces lactis (Leuker et al., 1992), el
gen que codifica |a luciferasa de Renilla reniformis (Srikantha ef al., 1996) y el gen cuyo
producto es la proteina verde fluorescente (GFP) de Aquorea victoria. LAC4 presenta un
codon CTG pero la enzima codificada en C. albicans sigue teniendo su actividad p-
galactosidasa, la luciferasa no presenta ninguno de estos codones y, en el caso de GFP,
el codon CTG del gen original se ha cambiado por TTC (leucina) y el uso de codones se
ha optimizado genéticamente para obtener una proteina que se expresa de forma
eficiente en C. albicans (Cormack et al., 1997). Por otra parte, se ha puesto a punto Ia
utilizacion como indicador del gen XOG1 de C. albicans, que codifica la actividad
exoglucanasa mayoritaria de esta levadura y, por lo tanto, no presenta los problemas
derivados de la expresion heterdloga (Gonzdlez et al.,, 1997; Sanchez, 1996).

También se estan estudiando los distintos tipos de promotores (fuertes,
regulables, etc) para poder utilizarlos en la manipulacién genética. Hasta la fecha ya se
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han estudiado y utilizado algunos (como los de genes GALT, WH11, OP4, EF1-02
(Srikantha et al., 1996), MAL2 (Brown, 1996; Cormack ef al., 1997), HEX1 (Mic et al.,
1997) y PCK1 (Stoldt ef al., 1997)) pero el reto mas importante de los ultimos afos ha sido
la descripciéon de algin promotor regulable que pueda someter al gen en estudio a un
nivel de expresion totalmente nulo en determinadas condiciones de crecimiento. De esta
forma, se podria estudiar la esencialidad de genes clonados, lo que supone un dato
fundamental para su posible utilizacién como diana en el desarrollo de nuevos agentes
antifingicos. Muy recientemente, se ha descrito la utilizaciéon del promotor del gen MRP1,
inducible por maltosa, en la construccion de una cepa en la que uno de los alelos del gen
TOPT de C. albicans estaba delecionado y el otro bajo el control de dicho promotor (Jiang
et al, 1997). En la cepa mutante obtenida, en condiciones de represion, no se detecto la
actividad DNA topoisomerasa | que presenta la proteina codificada por TOP1, lo que
sugiere que este promotor podria ser utilizado en el estudio de la esencialidad de los
genes de C. albicans.

1.2. Importancia clinica: candidiasis.

Las infecciones fungicas no son enfermedades de declaracion obligatoria en
Espara. Por este motivo no se conoce la incidencia real de este tipo de enfermedades en
nuestro pais. A pesar de esto, es aceptado a nivel mundial que se esta produciendo un
gran aumento de las infecciones producidas por hongos en las Ultimas décadas. En los
anos 1993 y 1994, algo mas del 7 % (7,6 % vy 7,8 %, respectivamente) de las infecciones
comunitarias en nuestro pais eran de origen fungico, asi como alrededor del 6 % (6,2 % y
5,2 %) de las infecciones nosocomiales. L.as especies del género Candida producen el
numero mas elevado de estas infecciones por hongos y, entre ellas, destaca C. albicans
que es la que se aisla con mayor frecuencia, ocupandc del cuarto al séptimo lugar de
todos los diagnésticos etiolégicos de infecciones tanto comunitarias como nosocomiales
(exceptuando las bacteriemias) desde el afo 1990 hasta 1994 (Grupo de trabajo EPINE,
1995). Datos recogidos en los Estados Unidos entre los anos 1980 y 1990 sefalan una
duplicacion de la incidencia de las infecciones fingicas en esta etapa, asi como la
elevada proporcién de aislados de Candida en las infecciones nosocomiales y, en
concreto, de C. albicans {Beck-Sagué ef al., 1993, Fridkin y Jarvis, 1996). Otros datos de
este mismo pais, del periodo transcurrido entre 1986 y 1990, exponen que las especies
del género Candida ocupaban el quinto lugar en la lista de las especies mas comunmente
aisladas en hemocultivos de pacientes hospitalizados, asi como el cuarto lugar entre las
especies patdgenas recogidas en Unidades de Cuidados Intensivos (Edwards, 1981).

1.2.1.Infecciones producidas por C. albicans.

C. albicans puede encontrarse de forma habitual en la flora normal del tracto
gastrointestinal, en la vagina o en la cavidad oral de individuos sanos. Cuando la relaciéon
entre el huésped y C. albicans se ve alterada por cualquiera de una serie de factores, se
puede propiciar la produccion de infecciones por parte del hongo. Una relacién de estos
factores que predisponen al huésped a la infeccion por C. albicans se expone en la
tabla |. De ésta, se puede destacar que la mayoria de dichos factores estan relacionados
con disfunciones en el sistema inmunitaric del huésped. Muchos de estos factores son
bastante frecuentes en la actualidad y no eran comunes hace algunas decadas, io que
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podria explicar el aumento tremendo de este tipo de infecciones que ha tenido lugar en
los ditimos afios. Son caracteristicos de nuestra época: el uso indiscriminado de
antibidticos, la infeccién por VIH, los tratamientos de inmunosupresion en pacientes con
organos transplantados, el uso de quimioterapia, la adiccion a drogas por via parenteral y
el uso de catéteres y sondas intravenosas que facilitan al micoorganismo una via de
entrada en la sangre (Fridkin y Jarvis, 1996).

infeccion . predispos

Superficial Oral Antibidticos
Vaginal Embarazo
Cutanea Diabetes

Infeccion por VIH

Funcién alterada de granuiocitos
Drogas inmnosupresoras
Infancia

Vejez

Trauma {prétesis dentales)

CMC (candidiasis | Mdltiples afectaciones superficiales | A menudo familiares

mucocutanea Deterioro de la inmunidad que
crénica) ‘ protege piel y mucosas
Sistemica Diseminada Leucemia aguda

Afectacién de ciertos érganos Linfoma agudo

Quimioterapia citotéxica
Corticosteroides

Antibidticos de amplio espectro
Transplantes de érganos
Catéteres intravasculares
Quemados severos

Cirugia gastrointestinal

Adictos a drogas por via
parenteral

Las infecciones producidas por C. albicans se clasifican en candidiasis
superficiales y candidiasis sistémicas.

1.2.1.1. Candidiasis superficiales.

Las candidiasis superficiales pueden ser agudas o cronicas y, segun su
localizacién, se clasifican en candidiasis orofaringea, vulvovaginitis candidiasica,
candidiasis cutanea (intertrigo, onicomicosis, etc) y candidiasis mucocutanea crénica
(CMC) (Kirsch et al., 1990; Matthews, 1994). A excepcidn de la candidiasis mucocutanea
cronica, el resto de las formas se localizan en una determinada zona de la piel 0 mucosas.
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La candidiasis orofaringea en los pacientes infectados por VIH y la vulvovaginitis
recurrente representan problemas clinicos importantes:

-La candidiasis crofaringea es una de las micosis humanas mas frecuentes.
Puede aparecer en personas de cualquier edad, pero es mas frecuente en
lactantes, ancianos y portadores de prétesis dentales. En personas VIH-
seropositivas, la aparicién de un episodio de este tipo de candidiasis se considera
como prondstico de la infeccién clinica del virus. En este tipo de pacientes, la
enfermedad se presenta de forma mas severa y con tendencia a la cronicidad o
recaida; la existencia frecuente de nuevos episodios trae consigo el que la
aparicion de resistencias a los agentes antifungicos que se estaban usando pueda
presentar un problema clinico grave (Quindéds, 1996).

-La candidiasis vulvovaginal es muy frecuente entre las mujeres en edad
fértil, pero con un tratamiento antifingico con azoles desaparecen en la mayoria
de los casos. Existe un pequefio porcentaje de mujeres en las que estos episodios
se repiten, presentando una vulvovaginitis candididsica recurrente. Se han
apuntado algunos mecanismos como productores de esta enfermedad, pero en
muchos casos se desconocen (Quindds, 1996). La terapia antifungica es util en la
fase aguda de la enfermedad, pero no es eficaz para la erradicacién de la misma.

En la candidiasis mucocutanea crénica se encuentran afectadas diferentes zonas
superficiales, pero no suele producirse infeccién sistémica o profunda. Esta manifestacion
de la infeccion por C. albicans estd asociada con desérdenes inmunoldgicos
aparentemente limitados a la inmunidad que protege la superficie de la piel y las mucosas
(Cleary, 1985; Odds, 1988).

1.2.1.2. Candidiasis sistémicas.

El término candidiasis sistémica se utiliza en los casos en los que Candida se
encuentra en [a sangre del paciente; puede ocurrir con invasion de tejidos o sin ella y con
uno o muchos organos como origen de la infeccion (Bodey y Fainstein, 1985). Para que
se produzca este tipo de infeccidn, primero tiene que permitirse al hongo penetrar en el
torrente sanguineo, para que luego desarrolle la infeccidn si el sistema inmunitario del
huésped se encuentra alterado.

En la mayoria de los casos (sobre un 50 %) las candidiasis sistémicas estan
causadas por C. albicans, aungque las infecciones por C. fropicalis estan aumentando.
Menor es la incidencia de otras especies, como C. parapsilopsis, C. krusei y
C. pseudotropicalis. Los érganos que pueden ser objeto de infeccion por Candida son los
siguientes: rifones, higado, pulmones, bazo, corazdén y tracto gastrointestinal (Odds,
1988).

Los dos grandes problemas de las candidiasis sistémicas son el diagndstico y el
tratamiento. El diagnéstico de esta enfermedad se realiza en muchas ocasiones después
de la muerte del paciente {Fridkin y Jarvis, 1996}, lo que ha producido que exista un gran
empefio en el desarrollo de nuevas técnicas de diagnostico que permitan una
identificacion mas rapida y fiable del agente etiologico de que se trata. El hemocultivo es
el método clasico para el diagnéstico de este tipo de infeccién, pero puede presentar
problemas como que el microorganismo no sea detectado, ya que ia presencia de éste en
sangre es transitoria y, ademas, las células fungicas pueden estar dentro de fagocitos o
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atrapadas en los capilares sanguineos. La aplicacién de la biologia molecular a la
identificacion de esta especie, el desarrollo de anticuerpos monoclonales que reconocen
antigenos especificos de este género, asi como el desarrollo de otras técnicas que
detectan componentes fungicos o de la respuesta del paciente al hongo, estan
permitiendo la aparicion en el mercado de métodos nuevos y rapidos de identificacion de
este agente patdégeno (Pontdn, 1996; Quindés ef al., 1997).

1.2.2. Factores de virulencia.

Las caracteristicas de C. albicans que le capacitan para realizar el cambio entre la
forma saprofita y la forma patdégena de crecimiento parecen ser bastante complejas.
Dentro de estos factores de virulencia se encuentran: su capacidad de adhesién a
superficies, |la capacidad de produccion de enzimas liticas y las variaciones tanto
morfoldgicas como de la composicidén de su pared externa.

La capacidad de adhesion de las células de Candida a superficies contribuira a su
fijacion a ceélulas epiteliales, plaquetas, etc. Las interacciones hidrofébicas parecen tener
importancia en la adhesién de Candida al plastico (Matthews, 1994), asi como en la
adhesion a las células del huésped. Las adhesinas existentes en la superficie de las
células de C. albicans también son muy importantes en este proceso. Estas son
receptores especificos formados por manoproteinas que se unen a diferentes moléculas
del huésped. Los tipos de uniones que se producen pueden ser proteina-oligosacarido o
proteina-proteina. Las adhesinas son de dos tipos, el primero de los cuales reconoce
ligandos glicosidicos (residuos de fucosa o de N-acetilglucosamina) y el segundo, formado
por moléculas parecidas a las integrinas humanas, reconoce la secuencia RGD {(Arg-Gly-
Asp} de proteinas del huésped (como los componentes del sistema del complemento iC3b
y C3d, el fibrindégeno, etc) (Calderone, 1993). Se han propuesto como posibles
adhesinas: una glicoproteina de 60 kDa, que actuaria como receptor de C3d (Calderone
el al., 1988), y las proteinas codificadas por los genes a/NT7 (una integrina), PRS7T y
ABCCA (Calderone y Sturtevant, 1996).

La secrecidn de enzimas liticas por parte de C. albicans, entre las que se
encuentran proteinasas y fosfolipasas, contribuye a la invasién tisular mediante
degradacién de compuestos estructurales de las células del huésped. Dentro de estas
enzimas secretadas por Candida, las que mas se han estudiado son las proteinasas
asparticas. Estas son un clasico factor de virulencia y estan codificadas por varios genes,
denominados SAP (desde SAPT hasta SAFP7). Algunos de estos genes se expresan en
medios acidos y otros en distintas condiciones de crecimiento (Hube et al., 1994).

La capacidad de C. albicans de crecer con diferentes morfologias también
contribuye al desarrollo de ia infeccion por este microorganismo. La transicién dimorfica
ayuda al hongo a escapar del sistema inmunitario del huésped por dificultar la fagocitosis
(Culter, 1991); ademas, los antigenos de superficie que presenta la forma de crecimiento
levaduriforme son distintos a los que se encuentran en la forma miceliar (Casanova et al.,
1989). En la transicion “white-opaque” también se han observado cambios en la expresion
antigénica (Soll, 1992) que podrian estar implicados en evadir la respuesta inmunitaria.
Por dltimo, la posibilidad de C. albicans de modificar la expresion de diferentes residuos
de manano en su superficie segun las condiciones de crecimiento, también es importante,

ya que este proceso ha sido implicado en la modulacion de la respuesta inmunoldgica
(Poulain, 1996).
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1.3. Tratamientos actuales y desarrollo de nuevos farmacos
antifangicos.

1.3.1. Caracteristicas del antifungico ideal.

En la actualidad existe un cierto nimero de farmacos que se utilizan tanto para el
tratamiento de las infecciones producidas por el género Candida como para otros tipos de
infecciones por hongos. Dichos farmacos presentan algunas limitaciones con respecto a
su potencia, espectro de accidn, sequridad o propiedades farmacocinéticas
(Georgopapadakou y Walsh, 1998). Un hipotético antifingico que cumpliera todos los
requisitos expuestos a continuacién seria el farmaco ideal para tratar este tipo de
infecciones. Los mencionados requisitos son:

- Ser fungicida.

- Presentar un amplio espectro de accion.

- No presentar toxicidad frente a las células de mamifero y asi evitar dafos al
paciente.

- Tener buenas caracteristicas farmacocinéticas y una sencilla forma de
administracién.

- Poseer un mecanismo de accién que no propicie la aparicién de resistencias.

L.a consecucién de productos con estas caracteristicas es uno de los motores que
actualmente impulsa la investigacion en C. albicans.

1.3.2. Antifungicos actuales.

Los antifangicos mas comunmente utilizados se describen brevemente a
continuacion. .

1.3.2.1. Anfotericina B y nistatina.

Son farmacos del grupo de los antibidticos macrélidos poliénicos. Estos son
compuestos producidos por especies del género Strepfomyces. Son fungicidas y
presentan el mayor espectro de accién de todos los antifungicos. Su mecanismo de
accién se basa en su interaccion con los esteroles de la membrana plasmatica, formando
un poro que provoca la salida de cationes intracelulares y lleva a |la muerte celular. Tienen
mayor afinidad por el ergosterol de la membrana celular fangica que por el colesterol de
las células de mamifero (Kerridge, 1986), pero de todas formas presentan toxicidad y
efectos secundarios frecuentes, entre los que destacan dafios renales, anemia y
concentraciones de potasio en sangre anormimente bajas (Saballs, 1996).

La anfotericina B es el antifingico de referencia, ya que es util para tratar
cualquier forma de micosis y no suelen aparecer resistencias en clinica. En candidiasis
sistémica es el farmaco de eleccion. Su elevada insolubilidad hace que no se pueda
administrar por via oral. Se administra por via intravenosa en dilucién con suero y con
controles constantes, ya que pueden producirse problemas como tromboflebitis. Para

19



INTRODUCCION

poder aumentar la dosis y disminuir los problemas de toxicidad se han propuesto distintas
formulaciones: liposomas, complejos lipidicos y dispersiones de sulfato coloidal (Brajtburg
y Bolard, 1996; Janknegt ef al, 1996; Schmitt, 1993). Con algunas de éstas, se ha
conseguido disminuir la nefrotoxicidad, pero aunque en algunos estudios con animales
muestren indices terapeuticos mayores que la anfotericina B clasica, para conseguir
buenos resultados clinicos, con algunas de ellas, se necesitan dosis muy elevadas
(Janknegt et al., 1996). Parece que los datos obtenidos en animales sobre la eficacia de
estas formulaciones dependen del modelo probado y que pueden no ser transferibles al
modelo humano. La mejor manera de conocer cual es la formulacién mas eficaz seria
hacer ensayos clinicos comparativos (Brajtburg y Bolard, 1996). Con la utilizacion de la
anfotericina B es posible que aparezcan fendmenos de toxicidad en otro tipo de
infecciones, pero dichos fendmenos son raros cuando se utiliza en infecciones producidas
por C. albicans.

La nistatina es otro farmaco de este tipo que se utiliza sélo de forma tdpica ya que
su mala absorcién no hace recomendable la adminstraciéon por via oral (Pratt, 1981). Se
encuentra indicado en candidiasis bucofaringeas y vaginales (Saballs, 1996).

1.3.2.2. 5-fluorocitosina.

Es un analogo de nucleésido. Su actividad reside en un metabolito (5-fluorouracilo)
que sblo se encuentra en la célula fungica, ya que la enzima citosina desaminasa que
lleva a cabo la reaccién de desaminacién que lo produce no existe en las células de
mamifero. De este hecho proviene su selectividad. El 5-fluorouracilo se incorpora en la
sintesis de mRNA provocando problemas en la sintesis de proteinas y, ademas, es
convertido en otro metabolito que bloquea la sintesis del DNA. Es un farmaco que se
utiliza en candidiasis diseminadas en combinacion con la anfotericina B, para reforzar el
efecto de ambos, disminuir la toxicidad de la anfotericina B y evitar la facil aparicidon de
resistencias a 5-fluorocitosina (Vanden Bossche ef al., 1994), que pueden aparecer por
mecanismos muy variados (Kirsch ef al., 1990).

1.3.2.3. Azoles: farmacos imidazdlicos y triazélicos.

Una de las diferencias mas relevantes entre las células fangicas y las de mamifero
son los esteroles de su membrana plasmatica (colesterol en mamiferos y ergosterol en
hongos). Aprovechando esta diferencia se han desarrollado farmacos que inhiben
enzimas de la ruta de sintesis del ergosterol. Los azoles, imidazoles o triazoles segun
tengan dos o tres nitrogenos en el anillo azdlico, inhiben la enzima 14a-esterol demetilasa
dependiente de citocromo P-450 que actia en la sintesis del ergosterol. A pesar de la
existencia de enzimas microsomales hepaticas parecidas a la enzima inhibida, existe
selectividad hacia la enzima fangica. Los azoles, en general, presentan actividad
fungistatica de amplio espectro, actuando sobre la mayoria de levaduras y hongos
flamentosos, aunque esta actividad depende de cada compuesto en particular
(Georgopapadakou y Waish, 1996). En general, son compuestos libres de toxicidad
grave, pero pueden presentar efectos secundarios relacicnados con la disminucion de las
hormonas esteroideas, como insuficiencia adrenal o ginecomastia.
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Los imidazoles de 12 generacion (clotrimazol, econazol de uso actual tépico, y
miconazol con poco uso actual} no se pueden administrar de forma sistemica ya que se
eliminan rapidamente, por lo cual para conseguir efectividad habria que aumentar la dosis
y se produciria toxicidad. El ketoconazol es mas soluble y menos susceptible a
degradarse por las enzimas del higado. También es menos toxico y mas active que los
anteriores (Fromtling, 1988). Es fungistatico y se utiliza por via oral en candidiasis
generalizadas o localizadas (Saballs, 1996). Produce efectos secundarios relacionados
con la aiteracidon de la sintesis de la testosterona.

La aparicion de los triazoles mejoré la farmacologia, la actividad y redujo la
toxicidad (por aumentar la afinidad hacia los sistemas enzimaticos dependientes del
citocromo P-450 fangicos) con respecto a los farmacos imidazdlicos (Karyotakis y
Anaissie, 1994). El fluconazol es muy Util en el tratamiento de candidiasis vaginal, oral y
esofagica, por lo que se utiliza mucho en los pacientes infectados con VIH. Se puede
administrar por via oral o intravenosa y su buena farmacologia ha hecho que se utilice en
muchos casos como antifungico de eleccién. En la actualidad, ha aparecido un gran
numerc de cepas resistentes a los azoles, principalmente al fluconazol, asociadas con
terapias continuadas en pacientes inmunocomprometidos. Esto provoca un problema
clinico importante. Los mecanismos que provocan estas resistencias en C. albicans son
muy variados: cambios o sobreproduccién de la enzima diana del antifungico, mutaciones
compensatorias en otras enzimas de la ruta o cambios en la permeabilidad de la
membrana de la levadura {(Hitchcock, 1993). Ya se han clonado tres genes de C. albicans
que codifican transportadores multidroga que expulsan sustancias al exterior celular y que
se han implicado en este tipo de resistencias. Estos son: BEN (CaMDR1) (Ben-Yaacov et
al,, 1994; Goldway et al., 1995), CDR1 (Prasad et al., 1995) y CDR2 (Sanglard ef al,
1997). El itraconazol es otro compuesto triazélico muy lipofilico. Se administra por via oral
y puede ser util en meningitis por criptococos o aspergilosis (aunque en ambos casos el
tratamiento de eleccién es la anfotericina B).

1.3.2.4. Otros antifingicos.

Ademas de los nombrados anteriormente, existen otros farmacos que pueden
usarse topicamente. Entre éstos estan: bifonazol, tioconazol, ciclopiroxolamina,
tolfnaftato (un tiocarbamato), terbinafina y naftifina (dos alilaminas) (Georgopapadakou
y Walsh, 1996; Saballs, 1996). Los compuestos de tipo alilamina y tiocarbamato actian
inhibiendo la escualeno epoxidasa (otra enzima de [a ruta de sintesis del ergosterol).

1.3.3. Antifingicos en desarrollo.

Existe un namero respetable de farmacos antifingicos en el proceso de desarrolto
anterior a su comercializacion, algunos de los cuales se encuentran en las distintas fases
de los ensayos clinicos.

Muchas de estas sustancias tienen como blanco de accion la pared celular, ya que
al ser una estructura diferencial de las células fungicas con respecto a las células de
mamifero, no se presentan problemas de toxicidad. La pared celular rodea a la célula
fungica para mantener su forma y protegeria frente al medio externo. Esta formada por
tres tipos de polimeros, glucano, quitina y manoproteinas que, con una organizacion
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espacial determinada, le confieren las caracferisticas adecuadas. La necesidad de una
pared integra para la supervivencia celular implica que muchas de las enzimas que
intervienen en su sintesis son esenciales para el crecimiento celular y pueden ser
utilizadas como dianas de productos antifingicos:

-La sintesis de una de las fracciones del glucano, 1,3-p-glucano, es inhibida por
una serie de sustancias, como los lipopéptidos o derivados -equinocandinas,
aculeacinas, cilofungina (derivado de equinocandinas) y pneumocandinas- o
glicolipidos -como papulacandinas- (Gooday, 1995). Estas sustancias son muy eficaces
en laboratorio, pero suelen tener mala farmacocinética y solubilidad, lo que ha hecho que
muchas no se comercialicen. Sin embargo, dos derivados semisintéticos solubles en agua
y que presentan buena actividad tanto in vitro como in vivo se encuentran en distintas
fases de ensayos clinicos: la Equinocandina LY-303366 (fase |, Lilly), y la Pneumocandina
L-743872 {fase ll, Merck) (Georgopapadakou y Walsh, 1996; Gomez de las Heras, 1996).

-La sintesis de quitina es inhibida por las polioxinas y nikkomicinas. Antibidticos
con estructura de peéptido-nucledsido que son sintetizados por estreptomicetos. Estas
sustancias inhiben potentemente dos de las enzimas implicadas en la sintesis de este
polimero, pero no han sido comercializadas por presentar baja actividad frente a algunos
hongos, entre los que se encuentra C. albicans. Esto puede deberse a su dificultad para
atravesar la membrana plasmética. Este paso al interior celular se realiza mediante
transportadores dipéptido-permeasa existentes en la propia membrana plasmatica del
hongo. Han aparecido nuevas formulaciones en las que se trata de evitar este problema
de transporte y que tienen que ser evaluadas (Georgopapadakou y Tkacz, 1995).

-Las pradimicinas parece que forman complejos con las manoproteinas de la
pared celular en presencia de Ca* (Debono y Gordee, 1994; Georgopapadakou y Tkacz,
1995). Son activas, en modelos animales, frente a candidiasis y otras infecciones
fangicas. Un derivado soluble en agua, BMS 181184 (Oki ef al, 1982) esta siendo
desarrollado (fase |, Bristol Myers Squibb). Las benanomicinas presentan el mismo
mecanismo de accion (Oki et al., 1992).

También existen algunos productos en fase de experimentacion cuya diana de
actuacion es la enzima de sintesis de ergosterol, anteriormente mencionada, la 14ua-
esterol demetilasa dependiente de citocromo P450. Entre éstos, se encuentran el
voriconazol (fase |ll, Pfizer), el D-0870 (fase |, Zeneca) y SCII-56592 (fase |, Schering)
(Gémez de las Heras, 1996).

1.3.4. Estrateqias de busqueda de nuevos antifangicos.

Debido a ios problemas importantes de toxicidad y apariciéon de resistencias de los
antifingicos utilizados en la actualidad, la necesidad de nuevos farmacos sigue siendo
real.

En los procesos de busqueda de nuevos tipos de sustancias antimicoticas se
pueden utilizar dos estrategias generales que pueden ser complementarias:

- A) En una primera aproximacion se buscan, por rastreo al azar, sustancias que
inhiban directamente el crecimiento del microorganismo. Dichas sustancias constituiran un
nueve producto “cabeza de serie”, cuyos derivados pueden ir mejorando sus
caracteristicas farmacologicas de toxicidad, etc. Para estc se ensayan grandes cantidades
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de sustancias distintas que pueden ser de origen tanto natural (procedentes de todo tipo
de nichos ecoldgicos) como sintetizados quimicamente (Sanchez-Puelles, 1995).

- B) La otra estrategia, también muy utilizada, consiste en la busqueda de nuevas
dianas de agentes antifungicos. Estas son funciones de la célula fingica que puedan ser
inhibidas por nuevos farmacos. Con los correspondientes ensayos que permitan medir la
actividad o inhibicién de estas dianas, es posible buscar medicamentos que las inhiban y
que puedan ser utilizados igualmente como “cabeza de serie” de un nuevo grupo de
sustancias antifingicas. Las caracteristicas fundamentales para que un determinado gen
pueda emplearse como diana son:

-que sea un gen esencial

-que esté presente en un gran nimero de especies patdégenas, para poder obtener
un producto antifingico de amplio espectro

-que no exista un gen homdlogo en mamiferos o que éste presente diferencias
suficientes como para permitir desarrollar sustancias selectivas carentes de
toxicidad.

Actualmente, ademas de la pared celular, se consideran importantes como
posibles dianas de nuevos antifungicos (Georgopapadakou y Walsh, 1996; Gomez de las
Heras, 1996).

-enzimas que intervienen en la sintesis del ergosterol (distintas de la 14a-esterol

demetilasa dependiente de citocromo P-450) como la oxidoescualeno ciclasa y A%

metiltransferasa;

-la ATPasa de membrana plasmatica;

-enzimas implicadas en la biosintesis de fosfatidilserina;

-enzimas que intervienen en la biosintesis de aminoacidos: la homoserina

deshidrogenasa (Yamaki et al., 1990),

-enzimas de |os procesos de sintesis y procesamiento de proteinas: el factor de

elongacion-3 (Colthurst ef al., 1991), la N miristolitransferasa (NMT7) (Lodge et al.,

1997; Weinberg ef al., 1995);

-el metabolismo de acidos nucleicos: la timidilato sintasa y la topoisomerasa i

(Shen et al., 1992) ;

-el metabolismo de poliaminas: la ornitina descarboxilasa (Dominguez, 1998) y la

arginina descarboxilasa;

-los factores de virulencia, como el proceso de adhesion (se bloquea con péptidos

que contienen Arg-Gly-Asp) (Kiotz ef al, 1992), la proteinasa asparica de

secrecion (Goldman ef al., 1995) o el proceso de transicion dimorfica.

Cualquier otro proceso celular en el que intervengan genes que cumplan las
caracteristicas anteriormente mencionadas también podria ser utilizado como diana en la
busqueda de nuevos agentes antifingicos.

Una vez elegida una buena diana para encontrar las sustancias que inhiban su
actividad existen varias posibilidades de actuacion que se enumeran a continuacion:

@ Hacer rastreos con un gran numerc de sustancias quimicas naturales o de
sintesis. Estas ultimas pueden producirse por sintesis quimica convencional o por los
nuevos procesos de quimica combinatorial (moderno sistema que incluye un conjunto de
estrategias y tecnologias capaces de producir cientos de miles de compuestos siguiendo
las pautas de combinacién de reacciones quimicas que se les ha marcado).

@ Utilizar una estrategia racional. Esta consiste en la modelizacion de la estructura
de rayos X de la diana en estudio, asi como de sus posibles ligandos e inhibidores.
Después del disefio de un posible inhibidor, éste tiene que ser posteriormente sintetizado
para poder comprobar su actividad real (Goémez de las Heras, 1996; Lavandera, 1995).
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El paso posterior a la obtencién de un compuesto “‘cabeza de serie”, por cualquiera
de las dos aproximaciones generales mencionadas, seria el proceso de optimizacion y de
desarrollo del inhibidor hasta conseguir un farmaco apto para su uso clinico.

2. RUTA DE SECRECION DE PROTEINAS.

En todas las células eucariotas, muchas de las proteinas sintetizadas (excepto
aquellas cuya localizacion celular es el nlcleo, el citosol, la mitocondria o el peroxisoma)
son translocadas al lumen del reticulo endoplasmico (RE), entrando asi en la ruta de
secrecién de proteinas. En levaduras, desde el interior del RE , las proteinas se dirigen al
aparato de Golgi donde son transportadas a traveés de distintas cisternas y cuando
alcanzan el Golgi tardio son clasificadas, segln se dirijan o a la vacuola, o a la membrana
plasmatica, a la pared celular, al espacio periplasmico y al exterior de la célula (figura 2).
En las células de mamiferos, el proceso de secrecién es similar. En este tipo de células el
aparato de Golgi esta organizado en tres regiones funcionalmente distintas: red del cis-
Golgi, Golgi medio (formado por distintas cisternas o compartimentos) y la red del trans-
Golgi (TGN) (Hurtley, 1993; Rothman y Orci, 1992). A partir de la TGN, las proteinas se
pueden dirigir o a los lisosomas, o a la membrana plasmatica y al exterior celular.

En todas las células eucariotas, el transporte de proteinas a través de todos estos
compartimentos membranosos intracelulares se realiza mediante vesiculas que emergen
del compartimento de origen, llevando en su interior o integradas en su membrana las

proteinas de interés, y que posteriormente se fusionaran con el siguiente compartimento
de la ruta.

Durante su paso a través de la ruta de secrecién, cada proteina sera, ademas,
modificada postraduccionaimente al adicionarsele distintos residuos azucarados por
medio de las diferentes enzimas localizadas en cada uno de los compartimentos celulares
por los que ira circulando.

2.1. Mutantes de levadura en la ruta de secrecion.

Para poder estudiar todos los acontecimientos que tienen lugar durante la
secrecion de proteinas se han utilizado clasicamente varios tipos de métodos. estrategias
genéticas con mutantes de levadura, distintos tipos de ensayos bioquimicos libres de
ceélulas {en los que se incuban in vitro membranas de dos compartimentos de [a ruta con
componentes de citosol) y ensayos con células de mamifero permeabilizadas.

Schekman y col. (Novick ef al., 1980; Novick y Schekman, 1979) construyeron una
coleccidon de mutantes termosensibles de S. cerevisiae alterados en el proceso de
secrecion. Estos mutantes pertenecian a 23 grupos de complementacion que fueron
denominados sec de clase A (sec?, sec2, etc); a 37°C, no secretaban invertasa ni
fosfatasa acida y, mediante microscopia electronica, se comprobé que cada uno de ellos
acumulaba un tipo de estructuras vesiculares que correspondian al compartimento de la
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ruta de secrecion anterior al punto en que ésta se encontraba bloqueada en cada
mutante. Mediante la caracterizacién de dobles mutantes, estud[ando los organulos que
se acumulaban y las modificaciones postraduccionales que sufna la invertasa (proteina
secretada a través de la ruta) en cada uno de ellos, se pudo establecer tanto el orden en
que actuaban los genes mutados como el orden de los organulos que intervienen en la
secrecion y los distintos pasos de maduracién que sufria la |nveda§a (Novick et al., 1981).
Se concluyé que las proteinas secretadas en levaduras pasaban por los dlstmtos
organulos en el mismo orden que se conocia para céluias superiores: reticulo
endoplasmico (RE), aparato de Golgi, vesiculas de secrecion y superficie celular.

Posteriormente, se aislaron los mutantes sec de clase B|(sec53, sec59). Estos
tienen defectos en la ruta de secrecién, pero en pasos anteriores a los otros, es decir, en
la translocacion de las proteinas al interior del RE (Ferro- Nowck et al, 1984a; Ferro-
Novick et al, 1984). Mediante otros procesos de seleccién se hap |dent|f|cado mutantes
que pertenecen, por lo menos, a 47 grupos de complementacion y que estan implicados
en el transporte de proteinas desde el aparato de Golgi hasta la vacuola (vps, “vacuolar
protein sorting”) (Klionsky et al., 1990).

Mediante la combinacion de todos los métodos de estudio de la secrecion, se han
aportado muchos datos sobre las funciones y regulacion de las protemas codificadas por
los genes alterados en esos mutantes, sobre los procesos de formamon y posterior fusion
de las vesiculas implicadas en la secreciéon, sobre los mecanismos de
compartimentalizacién o seleccion de las proteinas que deben \ir a cada una de las
localizaciones celulares, etc. Muchos de los mecanismos |mp||cados en la ruta de
secrecion son similares en células de mamifero y de Ievaduras y se han ido
comprendiendo gracias a la combinaciéon de los datos que han ido surgiendo en ambos
tipos de células.

2.2. Flujo de proteinas a través de la ruta.

Clasicamente se ha considerado que el flujo de proteinas| desde el RE hasta la
membrana plasmatica era constitutivo (exceptuando en el proceso| de secrecién regulada
de mamiferos: introduccion, punto 2.5), de manera que todas aquelias proteinas que
hubieran entrado en la ruta y no llevaran ningun tipo de sefial de retencién alcanzarian la
superficie o el exterior celular empujadas, simplemente, por este flujo (Rothman y Orei,
1992).

Recientemente, se ha implicado a proteinas de tipo lectina, con dominios
transmembranales y localizadas en los compartimentos de la ruta de secrecion, en la
aceleracion del paso a través de [a ruta de las proteinas correctamente glicosiladas y en el
retraso de las proteinas con modificaciones incorrectas. Seguin esto habria distintos tipos
de lectinas para detectar las glicosilaciones correctas o incorrectas (Ponnambalam vy
Banting, 1996) que estarian implicadas en este proceso de control de calidad. Ef
mecanismo seria similar al utilizado en mamiferos para el reconoumlento de las proteinas
que se localizan en lisosomas. Estas proteinas estdn marcadas cqn residuos de manosa
fosforilados (manosa-6-fosfato) que, en el trans-Golgi, son reconomdos por un receptor
especifico. Estos receptores son también proteinas transmembranales que ayudaran a las
proteinas marcadas a empaquetarse en las vesiculas adecuadas para ser transportadas a
los lisosomas (Alberts ef al., 1994a).
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En los dltimos afios, también se ha propuesto que algunas proteinas, de las que
forman parte del revestimiento de las vesiculas que intervienen en la secrecion, podrian
estar implicadas en mecanismos por los que se seleccionaria la carga de cada una de
estas vesiculas. De esta manera, en dichas vesiculas se empaquetarian preferentemente
las proteinas destinadas a continuar la secrecién. Aunque se han propuesto distintos
modelos (Rothman y Wieland, 1996; Schekman y Orci, 1996), todavia no esta claro cual
es el mecanismo de seleccién de la carga de las distintas vesiculas; lo que si parece claro
es que, en oposicion a lo que se creia clasicamente, el flujo de proteinas a través de la
ruta de secrecién no es constitutivo.

Las proteinas en la ruta de secrecion se van moviendo desde el RE hacia adelante
y aquellas que finalmente residiran en el RE llegaran, igual que el resto, a |la primera
cisterna del aparato de Golgi. Las proteinas residentes en RE llevan una sefial de 4
aminoacidos en su extremo carboxiterminal (HDEL, His-Arg-Glu-Leu, en levaduras ¥
KDEL, en proteinas del lumen del RE de mamiferos). Esta sefal es reconocida por la
proteina transmembranal denominada receptor de KDEL (codificada por el gen ERD?2),
que ayudara a que sean transportadas, por medic de vesiculas (similares a las del
transporte hacia compartimentos posteriores del aparato de Golgi), nuevamente al RE
(Pelham, 1991). La existencia de este transporte retrogrado desde la primera cisterna del
aparato de Golgi al RE parece clara, y parece que también existe este mismo tipo de
transporte entre las distintas cisternas del aparato de Golgi. Este ultimo transporte
retrogrado seria necesario para reciclar todas las moléculas que forman fa magquinaria de

26



INTRODUCCION

secrecion y se han desplazado hacia compartimentos posteriore‘;s al lievar proteinas a
éstos. Con este reciclaje, se evitaria el cambio de composicién de cada una de las
cistermas que forman el aparato de Golgi. Se ha detectado el receptor de KDEL en
cisternas del Golgi tardio y se ha comprobado que estas cisternas también tienen [a
capacidad de reciclar proteinas residentes en RE hacia este. Lo que aun no esta tan claro

es qué modelo de flujo de los expuestos a continuacion se utiliza en este Ultimo caso de
transporte retrégrado:

@ Transporte desde cada cisterna al RE directamente 0 “flujo a través de la
corriente”. Seria mas rapido para recuperar las protemas en el RE, pero no
reciclaria los componentes de cada cisterna del Golgi.

@ Transporte desde cada cisterna a la anterior en la ruta o “flujo contracorriente”.
En este caso si que se reciclarian los componentes de cada cisterna.

También es posible que existan los dos tipos de flujo (Rothman y Wieland, 1996)
(ver figura 2).

Sobre los mecanismos implicados en la localizacion de las proteinas residentes en
el aparato de Golgi se conocen pocos datos. Recientemente, se ha propuesto que en la
localizacion de una proteina del Golgi tardio (dipeptidil aminopeptidasa A) intervienen dos
mecanismos distintos: uno por el cual el motivo FXFXD (Phe-X-Phe-X-Asp) dirige su
retomno desde compartimentos posteriores a Golgi y otro que retarda la salida de dicha
proteina del aparato de Golgi (Bryant y Stevens, 1997).

2.3. Distintos pasos de la ruta de secrecion.

2.3.1. Translocacién de las proteinas al reticulo _endopldsmico vy
modificaciones sufridas en éste .

El primer acontecimiento que tiene lugar en el proceso de secrecién de proteinas
es la translocacién o entrada de proteinas en el lumen del RE! Esta puede llevarse a
cabo al mismo tiempo que se realiza la traduccidén (co-traduccional) o posteriormente a
ella (post-traduccional).

Cuando ia translocacion es co-traduccional, la secuencia senal (que debe existir
en el polipéptido que se esta sintetizando para que entre en la ruta de secrecion) es
reconocida por una molécula llamada particula de reconoc:mlento de la seifal (SRP)
(Hann y Walter, 1991). La SRP dirigira al ribosoma hacia el RE donde con la mediacion
de un receptor para esta molécula, distintos complejos protelco§ y GTP el polipéptido
atravesara un canal de la membrana. La sintesis de la proteina contlnuara ala vez que se
internaliza en el RE, donde finalmente se liberara el péptido senal Probablemente, el
mayor constituyente del canal transmembranal sera el llamado comple;o SecB1p (formado
por Sec61p, Sbh1p y Ss1p} (Rapoport ef al., 1996). En la translocacion post-traduccional
no interviene la SRP y los factores citosélicos implicados en eIIa no se han descrito
todavia, aunque la proteina Hsp70 (“heat shock protein 70") podna actuar manteniendo el
pollpeptldo sin plegar antes de que se produzca la translocamon‘ Sin embargo, si se ha
descrito ia intervencién de un complejo de siete proteinas transmembranales formado por
ios subcomplejos Sec61p y Sec62/Sect3p (Secb2p, SecB3p, Sec?‘lp y Sec72p). La
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proteina Kar2p (ATPasa de la familia de las chaperoninas Hsp70 y relacionada también
con la cariogamia, equivalente a BiP de mamiferos) se localiza en el lumen del RE y
también es importante en este proceso (Rapoport et al., 1996). Schekman y col. (Brodsky
et al., 1995) describen que Kar2p y Sec63p son necesarias ademas en la translocacion
co-traduccional, a pesar de que esto no se hubiera detectado en estudios anteriores
(Gdrlich y Rapoport, 1993). Una de las proteinas que se comentara posteriormente por
estar relacionada con Sec14p, Saclp, se ha implicado recientemente en el proceso de
transporte de ATP necesario para la translocacién al interior del RE (Mayinger et al.,
1995).

Durante o después de la transiocacion al interior del RE las proteinas sufren una o
varias modificaciones de su estructura: a) una de las proteinas residentes en el RE es PDI
(de “protein disulfide isomerase”) que catalizara la formacién de puentes disulfuro entre
grupos sulfidrilo (SH) de cisteinas de las proteinas que entran en este compartimento; b)
Kar2p (BiP en mamiferos) también se localiza en RE y, ademas de la funcién mencionada
anteriormente, reconoce ias proteinas incorrectamente plegadas evitando que continien
el camino hacia otros compartimentos celulares y es posible que tambien las ayude a
plegarse correctamente (Hurtley, 1993); c) la mayoria de las proteinas que entran en RE
son glicosiladas por primera vez en su interior, mediante la adicion a determinados
residuos de Asn (N-glicosilacion) de un oligosacarido que comprende la llamada “region
central” (dos residuos de N-acetilgiucosamina y tres de manosa) y otros residuos de
glucosa y manosa; d) a las proteinas que contienen el extremo carboxiterminal
transmembranal y una sefnal determinada, este extremo se les cambia por una union
covalente a un grupo glicosilfosfatidilinositol (GPI) anciado en membrana (Alberts et al.,
1994).

Mientras las reaciones iniciales del proceso de N-glicosilacion son similares en
todas las celulas eucariotas, la O-glicosilacion es diferente en mamiferos y en levaduras.
Dicha O-glicosilaciéon consiste en la adicion de distintos azucares a grupos hidroxilos de
determinados residuos de serina o treonina en algunas proteinas. En levaduras, 1a adicion
del primer residuo manosil a estos aminodcidos se produce en el RE (Tanner y Lehle,
1987), mientras que en mamiferos este proceso comienza en el aparato de Golgi.

2.3.2. Movimiento desde el reticulo endoplasmico hasta el aparato de Golgi.
Mecanismo de emerqgencia y fusién de vesiculas.

El proceso de emergencia de las vesiculas, que intervienen en el transporte de las
proteinas a través de la ruta de secrecion, desde la membrana de origen es bastante
complejo. Asi como, también lo son los procesos de marcaje de estas vesiculas para que
se fusionen con el compartimento posterior adecuado y de fusidn con las membranas de
este compartimento aceptor. En concreto, en estos procesos de transferencia del RE al
Golgi estan implicadas las proteinas codificadas, al menos, por 18 genes (Wuestehube et
al., 1996).

Las vesiculas del transporte de proteinas estan revestidas por subunidades de
proteinas citosdlicas que se van uniendo a la membrana donadora y ayudan a ésta a
emerger para formar la vesicula. En general, se conocen cuatro tipos de revestimiento:
dos formados por proteinas flamadas clatrinas (“clathrin”) que intervienen, por ejemplo, en
endocitosis y otros dos, cuyas cubiertas tienen otros tipos de proteinas citosdlicas y
forman las vesiculas de tipo COP! y COPIl (Rothman y Wieland, 1996; Schekman y Orci,
1996) (ver tabla II).
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COPI Cublerta (“coatmer‘) Sec21p, Sec26pm” ARF RE-Golgi,

Sec27p, Ret1p, ARF bidireccional en
__|Golgi, Golgi-RE
COPII Complejos de | Sec31p, Sec13p, Sar1p RE-Golgi

proteinas tipo COPIl |Sec23p, Sec24p,
Sec16p, Sarip

En la transicion del RE a! aparato de Golgi se producen vesiculas de tipe COPII. E
proceso de formacion y posterior fusioén de estas vesiculas de secrecmn es similar, pero
con la intervencion de distintas proteinas, al que ocurre en las ve§|culas de tipo COPIl y
que se representa en la figura 3. En el caso de la formacién de vgswulas tipo COPII, el
proceso es controlado por una proteina citosélica del tipo de protemas pequenas de union
a GTP, Sar1p, la cual en citosol se encuentra unida a GDP. El prqducto del gen SEC12,
localizado en RE, cataliza el recambio del GDP de Sar1p por GTP (Barlowe y Schekman,
1993) y la moiécula de Sar1p-GTP dispara el proceso de emergencua de la vesicula
(Nakano y Muramatsu, 1989). Para esto, Sar1p-GTP se une a la membrana de RE que
permanecia plana y recluta subunidades de las proteinas de reves‘.tlmlento (proteinas de
tipo COPIl) con las que se ensamblara y formara cubiertas esferlcas que haran emerger la
vesicula (Rothman y Orci, 1992). Después de esto se produce Ia fusidon real entre dos
zonas de la membrana (también requiere cofactores) que lleva a Ia formacion total de la
vesicula. Cuando el GTP es hidrolizado por Sarip activada por Sec23p (proteina
activadora de la actividad GTPasa Sar1p especifica) se libera fosfato y Sar1p se separa
de la vesicula; esto, posteriormente, provocara la disociacion de las proteinas que la
recubren y, mas tarde, se iniciara el proceso de fusién de veS|cuIa con la membrana
aceptora. En la cubierta de estas vesiculas de tipo COPI se han identificado las
siguientes proteinas: Sarip, el complejo Sec23p (formado por Sec23p y Sec24p), el
complejo Sec13p (formado por Sec13p y Sec31p) (Salama y Sphekman 1995), vy la
proteina Sec16p que también interacciona con Sec23p (Espenshade ef al, 1995).
Asimismo, se ha determinado que el producto del gen SED4, una proteina mtegral de
membrana de RE, esta relacionado con Sec16p y participa en la formacion de estas
vesiculas (Gimeno et al., 1995).

Para que cada vesicula vaya al compartimento siguiente de|la ruta de secrecidn y
no se fusione con otro organulo diferente, tanto las vesiculas como las membranas
receptoras estan marcadas con proteinas llamadas SNAREs (Sollner et al., 1993). Estas
son proteinas integrales de membrana con dominios aminoterminales cntoplasmlcos Hay
dos tipos de estas proteinas: v-SNAREs (estan en las vesmulas‘ y en las membranas
donadoras de las que provienen) y t-SNAREs (estan en la membrana aceptora). Las v-
SNAREs reconoceran a las t-SNAREs de la membrana aceptora a la que se dirige la
vesicula, sus dominios citoplasmicos se uniran y, a partir de ahi, se iniciara el mecanismo
de fusiéon de la membrana de la vesicula con la membrana del compartlmento aceptor (ver

figura 3) (Hurtley, 1993). Las proteinas pertenecientes a cada uno ge los dos tipos (v y t-
SNARES) tienen que ser lo bastante distintas entre si como para que exista especificidad
en cada paso de la ruta de secrecion y lo bastante parecidas como para que las proteinas
implicadas en el mecanismo de fusion de vesiculas que sean comunes en distintos pasos
puedan reconocerlas a todas. Las v-SNARES de las vesiculas ongmadas en RE estan
codificadas por los genes BOS7 (Lian y Fermro-Novick, 1993), BET1 y SEC22 y la t-SNARE
en el aparato de Golgi por SED5 (Rothman, 1994).
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Una vez que se ha producido el proceso de disociacion del revestimiento de la
vesicula, las v-SNAREs quedan expuestas al citoplasma y pueden reconocer a las t-
SNAREs del compartimento al que se dirige dicha vesicula. Al unirse estas dos proteinas
se forma el complejo SNARE. Se cree que esta unién estd promovida por GTPasas
pequefas del tipo Rab, distintas en cada pasc de la secreciéon. Entre ellas, Yptip es la
que actia en el paso entre RE y Golgi (Lian ef al., 1994). Después de la formacion del
complejo SNARE, se le unirén a éste las proteinas implicadas en la maquinaria de fusion,
formando la denominada particula de fusion. Entre éstas se encuentran Sec18p {proteina
con actividad ATPasa, equivalente a NSF de mamiferos) y Sec17p (equivalentea a o-
SNAP de mamiferos). La hidrolisis de ATP producida por Sec18p produce la ruptura del
complejo SNARE y se inicia la fusidon entre membranas. Se necesitan proteinas
adicionales para completar la particula de fusion, como Siy1p (que pertenece a la familia
de las Rabs) (Ferro-Novick y Jahn, 1994) y es posible que alguna mas. Esta maquinaria
de fusion esta muy conservada a lo largo de los distintos pasos de la ruta de secrecién.
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Asi, en todos los procesos de fusion de vesiculas de esta ruta es necesaria la intervencion
de Sec18p (Graham y Erm, 1991) y de Sec17p. El resto de las proteinas implicadas en
esta maquinaria de fusién, aunque no son las mismas, si que pertenecen a la misma
familia (figura 4). Este mecanismo parece estar conservado incluso entre levaduras y
neuronas (Bennett, 1995; Bennett y Scheller, 1993; Ferro-Novick y Jahn, 1994).

Bos1p/Bet1p/

- ) Membrana
RE Golgi i >
g Golgi -~ plasmética

El transporte retrégado desde el Golgi al RE parece que se realiza mediante
vesiculas de tipo COPI. Los mecanismos de formacién y fusién que se utilizan son, en
términos generales, similares a los descritos para las vesiculas de tipo COPII (ver figura
3). Las Unicas diferencias remarcables son que la proteina de unién a GTP que regula la
formacion de estas vesiculas es, en lugar de Sar1p, el factor de ribosilaciéon de ADP (ARF)
y dichas vesiculas se revisten por un complejo formado por subunidades a las que vamos
a denominar cubierta (“coatmer”). Cada cubierta o subunidad del complejo esta formado
por siete proteinas, entre las que se encuentran, ademas de ARF, los productos de los
genes SEC21, SEC26, SEC27 y RET1(ver tabla Il). Parece que las vesiculas de tipo COPI
también son utilizadas, ademas de las de tipo COPII, en el transporte de RE a Golgi
llevando en su interior distintos tipos de proteinas (Pelham, 1994; Salama y Schekman,
1995). Schekman y Orci (Schekman y Orci, 1996) proponen que cada uno de estos tipos
de vesiculas podria tener una funcién distinta. Asi, las vesiculas de tipo COPII estarian
encargadas del transporte de las mayoria de las proteinas desde el RE al aparato de
Golgi. Sin embargo, las vesiculas de tipo COPI se encargarian del transporte retrogrado
de las proteinas residentes en RE desde el aparato de Golgi hasta dicho RE. Estas
vesiculas de tipo COPI, ademas, serian las encargadas de reciclar (desde el RE hasta el
aparato de Golgi) las proteinas necesarias para que el mencionado transporte retrogrado
se pueda seguir llevando a cabo. En este ultimo caso, seria cuando las vesiculas COPI
llevarian la misma direccién que las de tipo COPII. ‘
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Ademas de todos los genes mencionados, también se han implicado algunos
otros, cuya funcién no esta muy clara, en el transporte de proteinas de RE al aparato de
Golgi: BET2, SEC20, TIP1, USO1.

2.3.3. Paso de las proteinas a través del aparato de Golgi y su clasificacién

hacia distintas localizaciones finales.

El paso de las proteinas a través de las distintas cisternas del aparato de Golgi se
realiza, al menos en mamiferos, mediante vesiculas tipo COPI. Estas van transportando
las proteinas del Golgi temprano al Golgi medio y, desde éste al Golgi tardio (Rothman y
Wieland, 1996). Como ya se ha comentado, |la proteina que activa la formacion de este
tipo de vesiculas es ARF y éstas se revisten de un conjunto de proteinas (cubierta o
“coatmer”) (Orci ef al., 1993) (ver figura 3 y tabla Il).

No se conocen muchos datos de proteinas que puedan ser especificas del
transporte de proteinas entre las distintas cisternas del aparato de Golgi. Recientemente,
en levaduras, se ha implicado a dos GTPasas de la familia Rab homélogas a Yptip,
Ypt31p y Ypt32p, en el transporte intra-Golgi o en la formacion de vesiculas a partir del
Golgi tardio (Benli ef al., 1996). También han sido identificadas dos proteinas relacionadas
geneticamente con Sed5p (t-SNARE situada en Golgi), Sft1p y Sft2p. Se han propuesto
dos posibles papeles para Sft1p que concuerdan con las propiedades de SNARE que
presenta: @ podria actuar como v-SNARE de vesiculas ‘de transporte retrégrado que
reciclen compuestos desde compartimentos posteriores del Golgi hasta las primeras
cisternas de este mismo organulo, donde Sed5p actuaria de t-SNARE en este paso o @
podria cooperar con Sed5p como t-SNARE en ese mismo paso de transporte retrégrado
(Banfield et al., 1995).

Hay que destacar que dltimamemte se ha apuntado la idea de que lipidos
derivados del fosfatidilinositol, el 4cido fosfatidico y la fosfolipasa D (PLD) pueden tener
un papel crucial en el mecanismo de emergencia de vesiculas en el aparato de Golgi. El
descubrimiento de que ARF es un potente activador de la fosfolipasa D (PLD) en
presencia de fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PiP;) como cofactor (Brown ef al, 1993:
Cockceroft ef al., 1994), ha llevado a estudiar el papel de esta enzima en la regulacién de
la formacién de vesiculas de secrecién. La PLD hidroliza fosfatidilcolina (PC) liberando
acido fosfatidico (PA) y colina. Se ha propuesto que la liberacién del acido fosfatidico en
zonas de membrana donde exista PIP; cercano (PA y PIP; son lipidos cargados muy
negativamente) podria facilitar la uniéon de las proteinas de la cubierta a un posible
receptor de éstas y/o ayudar en el paso de una membrana plana a curvada. Segun este
modelo, la funcién del ARF seria Unicamente activar a la PLD para que se libere el PA
necesario, ya que se ha comprobado que, en lineas celulares con esta PLD activada
constitutivamente, ARF no se necesita para la emergencia de vesiculas (Ktistakis ef af,,
1996).

Ademas, estan surgiendo datos que apuntan a que los distintos derivados
fosforilados del fosfatidilinositol (Pl) juegan un papel crucial en la regulacién del transporte
de vesiculas. Se ha visto que estos compuestos pueden interacionar tanto con las
GTPasas implicadas en la regulaciéon de estos procesos como con ofras proteinas del
revestimiento de las vesiculas. Se cree que la fosforilacion y defosforilacion del anillo de
inositol podria ser la clave de la regulacién del trafico de membranas. Asi, algunos los
derivados surgidos de esta fosforilacion, podrian tener ia capacidad de reclutar proteinas
del revestimiento de las vesiculas, mientras que otros carecerian de dicha capacidad.
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Asimismo, determinados derivados podrian activar a las proteinas regulatorias de los
distintos pasos de la ruta de secrecidén (De Camilli ef al., 1996).

Durante su paso a través de las cisternas del aparato [de Golgi, los residuos
azucarados de las proteinas N-glicosiladas van siendo modificados, de diferentes
maneras segun la proteina, por las distintas enzimas de cada una de las cisternas: se
eliminan residuos de manosa y se adicionan residuos de N- acetllglucosamma galactosa y
acidos sialicos. Otro tipo de modificacion que pueden sufrir las protelnas a su paso por
este organulo es la O-glicosilacién. Esta, en mamiferos, comlenza\el el aparato de Golgi y
normalmente, primero se une N-acetilgalactosamina y luego un namero indeterminado de
residuos azucarados (Alberts et al., 1994a). En levaduras, la O-glicosilacién comienza en
el RE, mientras en el aparato de Golgi se producen elongacwnes posteriores de las
cadenas laterales de las proteinas O-glicosiladas (Tanner y Lehle, 1987)

Una vez atravesadas todas las vesiculas del aparato de|Goigi, las proteinas se
dirigen desde el Golgi tardio a sus localizaciones finales en la celula En el Golgi tardio se
pueden formar distintos tipos de vesiculas. Vesiculas de un tipo trgnsportaran proteinas a
la vacuola (o a lisosomas en mamiferos) y las de otro tipo se fusnonaran con la membrana
plasmatica y portaran las proteinas que se dirjan a esta membrana al espacio
periplasmico, a la pared celular o al exterior de fa célula. Dentrq de este segundo tipo,
recientemente se han identificado dos poblaciones de vesiculas que contienen proteinas
diferentes, sugiriendo la existencia de dos rutas paralelas, de vesiculas de secrecion,
desde el aparato de Golgi hasta la membrana plasmatica (Harsay|y Bretscher, 1995). Por
todo ello, las ultimas cisternas del aparato de Golgi deben tener la|capacidad para separar
correctamente las proteinas que seran transportadas a cada una de las mencionadas
localizaciones. Los unicos mutantes sec defectivos en la formacién de las vesiculas de
secrecion que van desde el aparato de Golgi hasta la membrarHa citoplasmica son los
mutantes secf4 {comentados ampliamente en el punto 3 de Ia introduccion) y sec/
(Novick et al., 1980).

2.3.4. Fusion de las vesiculas de secrecion con la membrana plasmatica:
exocitosis.

Estudios genéticos han implicado, al menos, a 14 genes en el proceso de fusion
de las vesiculas de secrecion con la membrana plasmaética. En este existe una particula
de fusién similar a la del proceso de fusidn de las vesiculas denvadas del RE con el
aparato de Golgi. Secdp es la GTPasa homéloga a Ypt1p que desencadenara la fusion.
En la particula de fusion, ademas de Secl17p y Sec18p, se encuentran las proteinas
especificas de este paso de la ruta: Secip (proteina Rab, homo[oga a Sly1p); Snclp y
Snc2p, que son las v-SNARESs; Sso1p y Sso2p, que son las t-SNARES y SecSp (Ferro-
Novick y Jahn, 1994). No se han encontrado homdlogos de esta ultima proteina en los
otros pasos de fusion de vesiculas en S. cerevisiae, pero es homologa a SNAP2S5, una
proteina que interviene en la fusion de las vesiculas presmapt[cas con la membrana
plasmatica de neuronas y, al igual que SNAP25, Sec9p se [sitia en la membrana
plasmatica (Brennwald et al., 1994) (figura 4).

También intervienen especificamente en este paso de la ruta otras proteinas de las
que no se conoce exactamente su funcidén: SecZp (protelna con un dominio
superenrollado) {(Nair ef al., 1990), Scd5p, y otras siete (Sec3p,‘ SechHp, Secbp, Sec8p,
Sec10p, Sec15p) que recuentemente se ha descrito que forman un complejo multiproteico
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al que se ha denominado “exociste” (de “exocyst”} por ser necesario unicamente para la
exocitosis (TerBush ef al., 1996).

Una vez que se produce el proceso de fusién de vesiculas con la membrana
plasmatica, las proteinas que éstas transportaban alcanzaran sus localizaciones finales..
Estas localizaciones pueden ser la membrana plasmatica o el exterior celular en cualquier
célula eucariota y, en levaduras, ademds, la pared celular o el espacio periplasmico.

2.4, Genes descritos de C. albicans relacionados con la secrecion.

Hasta la fecha, existen muy pocos datos sobre los mecanismos implicados en el
proceso de secrecion en C. albicans, aunque se supone que son muy parecidos a los de
S. cerevisiae. Anteriormente a este trabajo, solamente se habian clonado los siguientes
genes relacionados con este proceso: SEC18, ARF, PMM1, PMi1 y un fragmento, todavia
sin caracterizar en profundidad, que es capaz de complementar el mutante secé1 (de la
Rosa et al,, 1996). Los productos de los genes PMM1y PMI1 no se encuentran en la ruta
de secrecion de proteinas, pero por estar implicados en la sintesis de la manosa que sera
utilizada para la glicosilaciéon de las proteinas en el RE, su defecto produce cepas con
problemas de secrecidn y glicosilacién.

El gen SEC18 se cloné por complementacion funcional del mutante sec78-71 de
S. cerevisiae. La proteina deducida, Sec18p, es homodloga tanto a Sec18p de
S. cerevisiae como a NSF de mamiferos y presenta, como ellas, un posibie sitio de unién
a ATP (Nieto ef al., 1993).

El gen ARF, clonado mediante hibridacion DNA-DNA, es muy parecido a sus
homologos de otras especies. La proteina que codifica comparte 78 % y 77 % de
identidad con las proteinas de levadura codificadas por los genes ARF1 y ARF2,
respectivamente, y 83 %, 82 % y 77 % con las codificadas por los genes ARF1, ARF3y
ARF4 humanos. Al igual que ocurre en otras especies, se ha detectado la presencia de un
segundo gen ARF en el genoma de C. albicans (Denich et al., 1992).

También por medio de hibridacion se clond el homdloge de C. albicans al gen
SECS53 de S. cerevisiae. Este gen, denominado PMM1, codifica la enzima fosfomanosa
mutasa de C. albicans (implicada en glicosilacion de proteinas) y complementa el mutante
sech3-6 de levadura (Smith et al, 1992). El gen PMIT1 de C. albicans que codifica la
enzima fosfomanosa isomerasa se cloné de igual forma que ios anteriores. Este gen es
capaz de complementar los defectos de un mutante de S. cerevisiae en el gen homdlogo
y la proteina que codifica comparte una identidad de 64,1 % con su homodloga de
S. cerevisiae. La delecidbn de ambas copias de PMIT en C. albicans produce estirpes
auxotrofas para manosa (Smith et al., 1995).

Mediante el proyecto de secuenciacién del genoma de C. albicans se esta

detectando continuamente la existencia, en el genoma de este organismo, de otros genes
implicados en los procesos de secrecion, como son: SEC4, SEC7 y SAR1.
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2.5. Secrecion constitutiva y requlada en mamiferos.

En mamiferos, ademas del proceso de secrecion const|tut|va similar al de
levaduras comentado a lo largo de este punto, también existe un proceso de secrecién
regulada. Mediante este ultimo, ciertas proteinas, en células espemallzadas se secretan
al exterior celular en respuesta a un estimulo determinado. En este proceso, las proteinas
siguen un camino por la ruta de secreciéon paralelo al de las proteinas secretadas
constitutivamente pero, a partir del trans-Golgi, se forman unos| granulos de secrecion
especialmente densos. Estos permanecen cerca de la membrana plasmatica hasta que
reciben una sefal extracelular que impulsa su fusién con esta membrana y la liberacién de
su contenido al exterior celular. EI mecanismo molecular por eI cual se impulsa a los
granulos de secreciéon hacia la membrana plasmatica es muy poco conocido, pero se ha
dividido en dos pasos secuenc:ales el primero, que se denomma cebado (“priming”), e
dependiente de ATP y Mg y el segundo, que se llama disparo (“tnggerlng "), depende de
Ca**. Ambos pasos necesitan ademas distintos factores citosélicos (Hay y Martin, 1992).

3. PROTEINAS DE TRANSFERENCIA DE FOSFATIDILINOSITOL.

3.1. Gen SEC14 y proteina Sec14p de S. cerevisiae.

Algunos de los mutantes sec de S. cerevisiae obtemdos por Schekman y col.
(Novick et al.,, 1980) pertenecen al grupo de complementacién sec14 En estos mutantes,
al igual que en los del grupo de complementacién sec/, se observa por microscopia
electrdnica, a la temperatura no permisiva, un acumulo de estructuras sin parecido con
ninguna otra de las descubiertas hasta el momento de su|descripcion. Estas se
denominaron cuerpos de Berkeley y consisten principalmente en dos membranas
curvadas con un lumen transparente a los electrones. En sec74, ademas, también se
forman vesiculas de 80-100 nm, que pueden detectarse asimismo en otros grupos de
complementacion. El establecimiento del orden de los hechos ocn}Jrridos en el proceso de
secrecion de proteinas permitié concluir que, en el mutante sec14 esta ruta se encuentra
blogqueada en el paso entre el aparato de Golgi y las vesmulas de secrecidn que
posteriormente se fusionaran con la membrana plasmatica (Nowck etal., 1981).

3.1.1. Clonacién y caracteristicas del gen SEC14 y de Sec14p.

Para profundizar en el estudio de la intervencién directa o| indirecta de Sec14p en
la secrecion de proteinas, se estudiaron tanto el mutante termosensnble como el gen que
se encuentra alterado en él. El hecho de que el bloqueo de la secrecmn de invertasa en el
mutante sec14 termosensible sea un proceso muy drastico y con una rapida cinética
parece indicar un defecto primario en este proceso de secrecnon Esto implica a la
proteina Sec14p directamente en la ruta de secrecion de protemac' {Bankaitis ef al., 1989).

La clonacion del gen SEC14 de S. cerevisiae | se realizd mediante
complementacion funcional del fenotipo termosensible del mutante sec?4. La
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secuenciacion de dicho gen revelé que tenia un intron y codificaba un polipéptido de
304 aa, con una masa molecular aparente de 35 kDa y sin sefiales obvias de insercion en
membrana ni de entrada en la ruta de secrecién de proteinas. Estos datos concuerdan
con que Seci4p, por medio de anticuerpos, se identificé como un polipéptido no
glicosilado de 37 kDa, y que se encuentra en la fraccion citosolica de S. cerevisiae
(Bankaitis et al, 1989). Esta proteina se ha identificado también en mapas
bidimensionales de extractos celulares totales de S. cerevisiae, donde se localiza con un
peso molecular de 37 kDa y un punto isceléctrico de 54 (Garrels et al, 1995). El
descubrimiento de que se trata de un gen esencial para el crecimiento de la levadura
permitié describirlo como un factor citosélico necesario para el frafico de proteinas a partir
del aparato de Golgi hacia la membrana plasmatica. Posteriormente, se describid que
Sec14p colocalizaba con el marcador de aparato de Golgi de levaduras Kex2p in vivo,
dato que indicaba una asociacion real de la proteina con las membranas de este orgénulo
celular (Cleves ef al., 1991).

La proteina Sec14p de S. cerevisiae es bastante abundante (Bankaitis ef al., 1989;
Kagiwada et al., 1996) y hasta el momento no se conoce que su expresion esté sometida
a ningun tipo de regulacion. No se han detectado cambios peridédicos en los niveles de
mRNA de SEC14 que correspondan a diferentes estados del ciclo celular, ni a cambios
significativos en condiciones de bloqueo de la endocitosis ¢ la secrecién celular, asi como
tampoco en condiciones de induccién de la actividad secretora (Vahlensieck et al., 1995).
Su expresion no se encuentra tampoco sujeta a represion por la presencia en el medio de
cultivo de sustancias relacionadas con su funcién, como pueden ser inositol y colina. Por
todo ello, la expresién de este gen ha sido descrita como constitutiva (Kagiwada et al,,
1996).

Un descubrimiento que aportd una luz nueva en el estudio de la actividad de
Sec14p fue la observacion de que su secuencia aminoacidica era idéntica a la obtenida
de la proteina de transferencia de fosfatidilinositol (Pl) y fosfatidilcolina (PC) purificada de
extractos de S. cerevisiae (Aitken ef al., 1990; Bankaitis ef a/., 1990). Tras corroborar que,
efectivamente, se trataba del mismo gen y que el defecto de los mutantes sec74 era
debido a la incapacidad de esas células para movilizar fosfatidilinositol o fosfatidilcolina,
se establecid por primera vez una funcién jin vivo a una proteina de transferencia de
fosfatidilinositol. Hasta ese momento se habian atribuido funciones a este tipo de
proteinas que concordaban con su actividad bioquimica in vitro, peroc no se conocia
realmente que funciones podrian desempefar dentro de la célula. Curiosamente, esta
proteina no presenta ninguna homologia de secuencia con las proteinas de transferencia
de fosfatidilinositol de células de mamifero, las cuales habian sido ampliamente
estudiadas in vitro desde el punto de vista bioquimico.

3.1.2. Funcién de la prot

fisiolbégicos.

Las proteinas de transferencia de fosfolipidos se encuentran en todas las células
eucariotas e inciuso en algunas bacterias. Por su capacidad in vitro de intercambiar
fosfolipidos entre dos bicapas lipidicas artificiales o naturales, clasicamente, se les ha
asignado un papel importante en el movimiento intracelular de fosfolipidos. Este tipo de
proteinas se caracteriza por su capacidad de transferir Pl y PC, presentando mayor
afinidad por el Pl (por lo que se suelen denominar proteinas de transferencia de PI,
PITPs). De su papel in vivo se conocian muy pocos datos (Dowhan, 1991), de ahi que el
descubrimiento de que la Unica proteina de transferencia de PI/PC existente en la
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levadura interviene en la ruta de secrecién de proteinas abrié una via de investigacion
importante para hallar la funcion real de esta proteina in vivo (Aitken et al., 1990).

3.1.2.1. Funciones atribuidas a Sec14p en relacién a su actividad in vitro.

La localizacion de las enzimas de la biosintesis de fosfolipidos esta restringida a
distintos compartimentos intracelulares (la mayoria en el RE y en la membrana
mitocondrial intemna) y la necesidad de todas las membranas subcelulares de tener una
composicién lipidica determinada implica la existencia de mecanismos que regulen la
distribucion de los fosfolipidos de nueva sintesis. Estos mecanismos pueden ser
{(Kohlwein et al., 1996):

-Difusion espontanea a través de un compartimento acuoso (sélo posible en
algunos tipos de lipidos, ej: acido lisofosfatidico).

-Transporte catalizado por proteinas de transferencia de fosfolipidos (PITP).

-Flujo de vesiculas que liberen parte del material de una membrana donadora en
una membrana aceptora. Por ejemplo, el transporte de esfingolipidos a la
membrana plasmatica depende estrictamente del tréfico de vesiculas a través de la
ruta de secrecién (Hechtberger y Daum, 1995; Kohlwein et al., 1996; Puoti ef al,,
1991).

-Contacto directo entre membranas que permita la difusidon de lipidos de un
compartimento hidrofébico a otro. En levaduras se ha descrito que, al igual que en
mamiferos, existe una fraccién de membrana del reticulo endopilasmico que parece
interaccionar con la membrana externa de la mitocondria. A esta fraccion se le
denomina MAM o membrana asociada a mitocondria y presenta gran capacidad de
sintetizar Pl y fosfatidiiserina (PS). Esta PS, a través del contacto directo entre
membranas, se internaliza en la mitocondria y alli se descarboxila transformandose
en fosfatidiletanolamina (Alb ef al., 1996; Gaigg et al., 1995; Kohlwein et al., 1996).

El segundo mecanismo mencionado, que implica a las PITPs como catalizadoras
del transporte de lipidos entre membranas, constituia el papel asignado in vivo a estas
proteinas durante muchos afos (Cleves ef al, 1991a; Wirtz, 1991). No sélo no existe
ninguna evidencia de que este tipo de mecanismo de transporte lipidico tenga lugar in
vivo (Dowhan, 1991; Kohlwein et al., 1996), sino que se ha comprobado, mediante
estudios sobre los mutantes sec74®, que Sec1d4p (PITP) no estd implicada en el
transporte de Pl y PC desde membranas intracelulares a la membrana plasmatica
{Gnamusch ef al., 1992).

Para comprobar si la capacidad de transferencia de lipidos demostrada por
Sec14p in vitro correspondia con el reflejo de alguna propiedad que necesita esta proteina
para realizar su funcién in vivo (aunque su funcién celular no sea el transporte de lipidos
“per se”), Skinner y col. (Skinner et al., 1993) trataron de comprobar si una proteina de
mamiferos que presentara in vitro la misma capacidad de transferencia de Pl y PC podia
restituir los defectos de crecimiento presentados por un mutante sec? 4* de levadura. Para
esto, eligieron la isoforma o de la PITP de rata (PITP«) {(Dickenson ef af., 1989). El hecho
de que la secuencia de las proteinas PITPas de mamifero no comparta homologia con
Sec14p facilitaria el poder relacionar los resultados que se obtuvieran unicamente con la
propiedad comun de fransferir lipidos que Secl4p y PITP« presentan in vitro. La
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expresion de PITPa de rata en S. cerevisiae puede complementar los defectos de
crecimiento y de secrecién de un mutante sec14®, mientras que no es capaz de hacer lo
mismo en un mutante sec?4 interrumpido. Esta falta de complementacién parece estar
relacionada con la incapacidad de la proteina de mamiferos para unirse de manera
estable al aparato de Golgi. De estos datos se deduce que la actividad de transferencia
de fosfolipidos es necesaria, pero no suficiente, para ta funcién de Sec14p in vivo. Parece
que la localizacién en el Golgi es otra caracteristica esencial para el papel de esta
proteina en la levadura (Skinner et al., 1993). Estos autores también sugieren que la
asociacién estable de Sec14p con las membranas del aparato de Golgi no es el resultado
de su capacidad de unir lipidos y que los 129 residuos aminoterminales de Sect4p son
suficientes para dirigir una forma cataliticamente inactiva de la proteina de rata PITP« al
aparato de Golgi.

3.1.2.2. Mutaciones supresoras de la mutacién sec14” en S. cerevisiae.

Las mutaciones termosensibles descritas en el gen SEC74 son todas producidas
por la transicion de G a A que convierte el coddn 266 de GGT (Gly) en GAT (Asp) (Cleves
ef al, 1991, Cleves ef al, 1989). Esta mutacién se llamo sec14-1°. En la busqueda de
genes relacionados con SEC14, y con el objetivo final de aportar nuevos datos sobre su
papel real en la secrecion de proteinas, Cleves y col. seleccionaron mutaciones
espontaneas que fueran capaces de revertir el fenotipo termosensible producido por la
mencionada mutacion. Defectos en, al menos, siete genes son capaces de producir esa
supresién fenotipica de la termosensibilidad; de éstos, seis fueron detectados mediante ia
mencionada estrategia. Estos genes son: SACT (Cleves ef a/, 19838), BSR2, BSR3, y
BSR4 ("bypass Sec14p recesive”) en los que habia mutaciones recesivas y BSDT y BSD2
con mutaciones dominantes (Cleves ef al., 1991). Se comprobé que la supresion del
efecto de la mutacion sec?4® se debia, en todos los casos, a la circunvalacion de la
funcion de esta proteina. Dicha supresion no era debida a alteraciones de otros productos
génicos que pudieran regular su actividad o a la sobreexpresion de Sec14p”. También se
describié que la supresion era eficiente y circunvalaba especificamente la funcion de
SEC14, ya que los estadios finales de la ruta de secreciéon seguian siendo necesarios
para la viabilidad de los mutantes (Cleves et al., 1991).

SAC1T es un gen que habia sido identificado por {a capacidad de diferentes alelos
mutantes de suprimir mutaciones que producen defectos en el citoesqueletc de actina
(act1-1°) de la levadura (Novick ef af., 1989) y que, ademas, puede suprimir los defectos
de varios mutantes en la ruta de secrecién como son sec14, sec6 y sec9 (éstos dos

ultimos son mutantes de estadios de la ruta posteriores al aparato de Golgi) (Cleves et al,,
1989).

El hallazgo de que en el mutante bsr4 el gen que se encuentra mutado es CK/1,
que codifica la enzima colina quinasa (CKlasa, enzima que cataliza el primer paso de la
sintesis de fosfatidilcolina (PC) via CDP-colina) (figura 5), lievé a plantearse si la
supresion se trataba de un efecto general de la inactivacion de esta ruta. Con la
interrupcion de CPT1, que codifica la enzima colinafosfato fosfotranferasa (tercera enzima
de esta misma ruta) (figura 5), se comprobé que la carencia de dicho gen también suprime
los efectos producidos por la disfuncion de SEC14 (Cleves et al., 1991). De esta forma, se
describi6 1a séptima mutacion supresora del fenotipo de sec14® (cpt1) y se propusieron,
por primera vez, vinculos de uniéon entre la secrecién de proteinas, el transporte
intracelular de fosfolipidos y la biosintesis de fosfolipidos via CDP-colina.
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Sintesis de PC por la ruta de metilacién
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(verde) y ruta de la CDP-colina o Kennedy (azul). También se describe la ruta de
sintesis de fosfatidiletanolamina (PE) por la ruta Kennedy. En cursiva y en mayusculas
aparecen los nombres de los genes que codifican las enzimas implicadas en estas rutas,
en rojo los nombres de los mutantes en que se suprime el fenotipo sec14” y entre
paréntesis las abreviaturas de las actividades enzimaticas de las proteinas codificadas por
dichos genes: CKlasa, colina quinasa; CCTasa, colinafosfato citidililtransferasa; CPTasa,
colinafosfato fosfotransferasa. Etn: etanolamina, Etn-P: etanolaminafosfato, CDP-Etn:
CDP-etanolamina. DAG: diacilglicerol, PMMetn: fosfatidilmonometiletanolamina, PDMEtn:
fosfatidildimetiletanolamina, Col: colina, Col-P: colinafosfato, CDP-Col: CDP-colina. Las
enzimas que codifican los genes de las rutas distintas a la de la CDP-colina son: ECTT:
etanolaminafosfato citidiliitransferasa, EPT1. etanolamina fosfotransferasa, CHOZ:

Los datos expuestos permiten distinguir claramente entre dos clases generales de
mutantes que circunvalan la funcién de Sec14p:

A) Aquellos deficientes en funciones de la sintesis de PC via CDP-colina:
-cpt1 (colinafosfato fosfotransferasa),
-bsr2 o cct1 (BSR2 se ha identificado como el gen estructural de la enzima
colinafosfato citidililtransferasa, CCTasa (ver figura 5) (McGee et al., 1994)),
-y bsrd o cki1 (colina quinasa1).

B) Aquellos que no son deficientes en la ruta de PC via CDP-colina:
-bsr3 o kes1, bsd1, bsd2 y sac1.
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El estudio genético y bioquimico de todos estos mutantes ha aportando muchos
datos sobre la funcién de SEC74 en [a ruta de secrecion de proteinas. Todos estos datos,
excepto los conocidos sobre el mutante bsd2, se han integrado en un modelo de
actuacion de Sec14p in vivo que se comenta en el punto siguiente.

El gen estructural que se encuentra alterado en el mutante bsd2 no ha sido
descrito hasta la fecha, pero estudios de! mutante han revelado que, al igual que sac?, es
un mutante auxoétrofo para el inositol. Esta auxotrofia se debe al fallo en la regulacion del
gen INOT, necesaric para la biosintesis del inositol. La expresion de /NO7T esta
normalmente regulada por el complejo Ino2p/Inodp. Este complejo es necesario para la
trans-activacion del gen estructural INO7 y, a su vez, se encuentra regulado por Opilp
(proteina que actua como regulador negativo, reprimiendo la expresion de /INO2 en
presencia de inositol) (Ashburner y Lopes, 1995). En el mutante bsd2, la inactivacion
especifica del regulador positivo Ino2p produce una represion constitutiva de la expresion
del gen INOT, que trae como resultado final la auxotrofia para el inosito! anteriormente
citada (Kagiwada ef al,, 1996). En este mutante, también se ha detectado que el Pl recién
sintetizado es digerido con mayor velocidad que en estirpes parentales. Se ha propuesto
que la proteina codificada por el gen mutado en bsd2 podria tener actividad fosfolipasa
que digeriria el Pl. Esta digestion se encontraria acelarada en los mutantes bsd2. Unc o
varios productos resultantes de dicha digestion (pueden ser inositol y diacilglicerol (DAG)
o acido fosfatidico (PA)) podrian modular de manera coordinada, pero independiente, los
dos procesos afectados en bsd2: la via de Sec14p/Golgi y la biosintesis de inositol (ver
figura 6) (Kagiwada et al., 1996).
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3.1.2.3. Modelo de actuacién de Sec14p in vivo.

Los datos obtenidos a partir del establecimiento de la relacién entre Sec14p y la
sintesis de PC por la ruta de la CDP-colina indicaban que esta proteina puede tener un
papel in vivo importante y relacionado con la sintesis de fosfolipidos en las membranas
del aparato de Golgi.

El estudio de la composicion fosfolipidica cuantitativa de las membranas del
aparato de Golgi, tanto en levaduras silvestres como en otras en las que el proceso de
secrecion de proteinas no necesita de la funcion de Sec14p (mutantes con mutaciones
supresoras), ha aportado datos concluyentes sobre la relacion de esta proteina con la
sintesis de PC. Se comprobé que Sect4p actia manteniendo un contenido reducido de
PC en las membranas del aparato de Golgi y que su sobreproduccion reduce de forma
importante la biosintesis de PC a través de la ruta de la CDP-colina (McGee ef al., 1994),
Sin embargo, en la biosintesis de PC mediante la ruta de metitacién de PE o sintesis de
novo (ver figura 5), no se produce ninguna variacién en respuesta a cambios en la
expresion de Sec14p. Mediante [a regulacién de la ruta de la CDP-colina, se mantiene en
las membranas de Golgi una relaciéon PI/PC elevada que se habia propuesto como critica
para mantener su capacidad secretora (McGee ef al., 1994).

Sec14p reprime la biosintesis de PC mediante la inhibicion de la enzima limitante
de la ruta de la CDP-colina (Skinner et al, 1995). Esta enzima, colinafosfato
citidiliitransferasa (CCTasa), es inhibida por Sec14p solamente cuando la concentracién
de PC en las membranas de Golgi es elevada, ya que en estas circunstancias Sec14p se
encontraria unido a PC y es en esta forma cuando reprime la sintesis de nueva PC. Si,
por el contrario, el balance PI/PC en las membranas del aparato Golgi es elevado, Sec14p
estaria unido a Pl y en esta forma no reprimiria ta CCTasa, sino que se permitiria la
sintesis de PC para equilibrar su concentracion (ver figura 7) (Skinner et al., 1995). Segun
este modeio, denominado “modelo del sensor’, Seci4p actuaria como un sensor que
controlaria la composiciéon de fosfolipidos de las membranas del aparato de Golgi
manteniéndola adecuada para la formacién de las vesiculas de la ruta de secrecion.

Datos muy recientes indican que lo que es realmente critico para que se produzca
la formacion de vesiculas de secrecion a partir del aparato de Golgi es la cantidad de
diacilglicerol {(DAG) existente sus membranas. Mediante el estudio del mutante sac1, se
comprobé que la supresion del fenotipo termosensible de sec74° se debe a una alteracion
del metabolismo de fosfolipidos que produce un incremento en la cantidad de DAG
existente en las membranas del aparato de Golgi (Keams ef al., 1997). Sac1p es una
proteina integral de membrana del complejo de Golgi y del RE cuya secuencia esta
relacionada con inositol-5-fosfatasas. Mutantes en SACT presentan defectos en la funcién
secretora a nivel de Golgi, en la organizacion del citoesqueleto de actina y son auxétrofos
para el inositol (Cleves et al, 1989; Whitters ef al, 1993). Se ha comprobado que la
supresion de los defectos de sec?4 en mutantes sac7 se debe a un metabolismo de
esingolipidos acelerado. Durante dicho metabolismo se producen dos moles de DAG, lo
que implica que en estos mutantes se produce una mayor cantidad de este compuesto
que permite la formacion de de las vesiculas de secrecion. Ademas, en mutantes sact el
recambio de Pl del aparato de Golgi también se encuentra acelarado. Por todo ello, se ha
descritoc que Sacip estd implicada en la regulacién del metabolismo de fosfolipidos
(Kearns et al, 1997). También se ha descrito que la otra funcion conocida de Saci1p
(transporte de ATP al interior del RE) no estd relacionada con Sec14, sino que es
totalmente independiente.
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Para ratificar el papel critico del DAG en la formacion de las vesiculas a partir del
aparato de Golgi Kearns y col. (Kearns et al., 1997) comprobaron que:

-® El diaciliglicerol (con acidos grasos de cadena corta) aumenta la produccion de
invertasa en mutantes sec74® y se aumenta la eficiencia con que el alelo sac1-22
suprime el defecto de secrecion de los mismos mutantes.

-@ La expresién en una cepa sec14® de una DAG-quinasa de E. coli (que produce
disminucién de DAG y aumento de PA) provoca una disminucion de la temperatura
a la cual puden vivir estas cepas (Kearns et al.,, 1997). Esto indica una capacidad
secretora menor que en los propios mutantes sec14°.

Todos estos datos apoyan la idea de que la existencia de una determinada
cantidad de DAG en las membranas del aparto de Golgi es fundamental para que éstas
‘sean competentes en el proceso de formacién de vesiculas de secrecion.
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Adaptada de Kearns y col., 1997.
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Segun los dltimos datos expuestos, la inhibicidn de 1a sintesis de PC por la via de
la CDP-colina por parte de Sec14p tendria como objetivo final evitar que se consuma DAG
en dicha sintesis, cuando no sea necesario. En este modelo, ademas, |la forma de Sec14p
unida a Pl colaboraria en el mantenimiento de la cantidad de DAG adecuada, mediante la
regulacién del metabolismo de fosfolipidos derivados del inositol (Kearns ef af., 1997).

Datos sobre los genes alterados en los otros mutantes en los que se suprime el
fenotipo termosensible sec74" han implicado mas proteinas en el modelo de actuacion de
Sec14p: '

El gen KEST es el que se encuentra alterado en los mutantes bsr3. Este gen
codifica la proteina Kes1p, homologa a la proteina humana de unién a oxisterol (OSBP) v
que se localiza principalmente en el citosol de la levadura. La sobreexpresion de la
proteina Kes1p elimina la supresion del fenotipo termosensible de sec74 que se produce
en los mutantes cpt?, cct1, cki (con mutaciones en la sintesis de PC por la ruia de la CDP-
colina) y en bsd7; es decir, en estos mutantes en los que se ha suprimido el bloqueo del
crecimiento a 37°C producido por la mutacion sec74®, si se introduce el gen KES7 en un
plasmido multicopia, se revierte nuevamente al fenotipo termosensible. Esto indica que
esta proteina actuara como efector negativo sobre el efecto final producido por Sec14p
posteriormente a ia sintesis de PC por la via CDP-colina (Fang et al., 1996). De esto se
deduce que el bloqueo de Kes1p permitira ta formacién de las vesiculas de secrecién (ver
figura 7). Se ha comprobado que la interrupcién del gen KES1 no produce disminucion de
la sintesis de PC por la via de la COP-colina, lo que ratifica que la actuacién de este gen
es posterior a dicha via metabélica (Fang ef al., 1996). De acuerdo con la idea de que
kes1p es un efector negativo, es posible que el DAG de las membranas del aparato de
Golgi regule negativamente a Kes1ip, permitiendo asi la formacién de las vesiculas de
secrecion.

En el mutante bsd7 no se conoce todavia qué gen se encuentra alterado. Si se
sabe que su actuacioén serd, como en el caso anterior, posterior a la sintesis de PC por la
ruta de CDP-colina, ya que esta ruta no se encuentra alterada en los mutantes bsd1.
Ademas, el hecho de que la sobreexpresion de Kes1p elimine fos fenotipos relacionados
con bsd? indica una interaccion antagdnica entre estas dos proteinas, por lo cual la
proteina codificada por el gen BSD1 es considerada como un regulador positivo de la ruta
de Sec14p posterior a la ruta de la CDP-colina (Fang ef al., 1996; Kearns et al., 1997)(ver
figura 7).

3.1.2.4. Distintas funciones celulares en las que se ha implicado a Sec14p.

La implicacion de Sec14p en la ruta de secrecidon de proteinas al nivel del aparato
de Golgi es conocida desde el aislamiento del mutante sec74”, pero la evidencia directa
de que su papel consistiera especificamente en colaborar en la formacion de vesiculas de
secrecion (como se comenta en el parrafo anterior) se ha descrito muy recientemente. Se
comprobo que Sec14p era capaz de estimular la formacién de vesiculas de secrecién a
partir de la red del trans-Golgi en un ensayo libre de células derivado de una linea celular
neuroendocrina (Ohashi ef af., 1995). De esta forma, ademas de describir el papel que
Sec14p puede tener in vivo en la levadura, también se ratifica el concepto de la
conservacion de la maquinaria secretora desde levaduras hasta mamiferos, ya que, a
pesar de no compartir identidad en la secuencia con las proteinas de transferencia de

43



INTRODUCCION

fosfatidilinositol de mamiferos (PITPs), Sec14p puede sustituirlas y presentarse activa en
este ensayo en una linea celular de mamifero.

También se ha descrito la capacidad de Sec14p de intervenir, sustituyendo a las
PITPs de mamiferos, en el proceso de secrecion regulada que puede ocurrir en estas
células y, mas concretamente, en el paso de cebado dependiente de ATP que tiene que
producirse para que los granulos de secrecion puedan fusionarse con la membrana
plasmatica (Hay y Martin, 1993) (punto 2.5 y 3.2.3.1 de la introduccién). Teniendo en
cuenta que en levaduras no se ha descrito secrecion regulada, estos datos indican que
dicho proceso de cebado comparte con la secrecion constitutiva el mecanismo que implica
a Sec14p o a las PITPs de mamiferos.

Recientemente, y por ultimo, también se ha comprobado que Seci4p puede
sustituir a las PITPs de mamiferos en los sistemas de transduccion de sefales de células
de mamifero mediados por lipidos derivados de inositol y por la fosfolipasa C, en los que
estas proteinas intervienen (punto 3.2.3.3. de {a introduccion) (Cunningham ef a/., 1996).

3.1.3.Genes homélogos a SEC14 en otras levaduras.

La proteina Sec14p presenta un elevado grado de conservacion en distintas
especies de levaduras y hongos. Por medio de inmunoprecipitacién con anticuerpos frente
a Secl14p de S. cerevisiae, se detecté esta proteina tanto en Kluyveromyces lactis como
en Schizosaccharomyces pombe (Bankaitis et al., 1989). La clonacién de! gen SEC14 de
K. lactis permitié comprobar que la secuencia proteica presenta un 77 % de identidad con
Sec14p de S. cerevisiae y que ambas proteinas presentan homologia funcional. La
proteina Sec14p de K. factis presenta un peso molecular aparente de 34 kDa y es un poco
mas &cida (pl=4,9) que su homoéloga de S. cerevisiae (pl=5,3). El gen SEC14 de K. factis,
a diferencia del mismo gen de S. cerevisiae, no presenta ningun intron (Salama et al.,
1990).

La clonacién y caracterizacion funcional del homolégo a SEC74 de la levadura
dimoérfica Yarrowia lipolytica aportd datos novedosos sobre la funcién de esta proteina.
Este gen fue clonado tanto a partir de una genoteca genémica como de una de cDNA. De
esta manera, se comprobé que presenta dos intrones en la zona 5° del RNA mensajero.
SEC14 de Y. lipolytica codifica una proteina de 497 residuos (58 kDa de peso molecular
aparente), de los cuales los 300 aminoacidos aminoterminales comparten un elevado
grado de homologia con el resto de las proteinas Sec14p (65 % y 65,8 % con las de
S. cerevisiae y S. pombe, respectivamente), mientras que los 197 residuos restantes no
tienen proteinas homodlogas descritas en ninglin organismo. Esta parte presenta una
reqion rica en prolina, seguida de una zona de elevada cantidad de leucinas (Lopez ef af.,
1994). En contraste con su homélogo de S. cerevisiae, SEC14 de Y. lipolytica no es un
gen esencial para el crecimiento de la levadura (a pesar de representar la Unica actividad
PITP detectable en este microorganismo), asi como tampoco es necesario para la
secrecion de proteinas (ya que un mutante de delecién de este gen presenta inalterada |a
funcion de secrecién de proteinas). Este gen, sin embargo, parece ser necesarioc para el
proceso de diferenciacién morfolégica de levadura a micelio que lleva a cabo Y. lipolytica
(un mutante con SEC74 interrumpido no es capaz de llevar a cabo este proceso de
transicion dimorfica) (Lopez ef al., 1994),
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Estos datos indican claramente que esta proteina tiene funciones diferentes en las
distintas levaduras y muestran el peligro de especular sobre la universalidad de su accién
in vivo antes de obtener evidencias experimentales (Alb et al, 1998). El estudio de las
modificaciones ultraestructurales de los mutantes sec74, tanto en S. cerevisiae como en
Y. lipolytica, ha permitido detectar diferencias importantes. En el mutante de S. cerevisiae
van apareciendo a lo largo del tiempo distintas formas aberrantes, desde tubulos delgados
y anastomosados cercanos al RE hasta granulos dispersos por el citoplasma o cuerpos
esfericos idénticos a vacuolas. Sin embargo, en el mutante de Y. lipolytica solo se
observan profundas invaginaciones en la membrana citoplasmatica. De esto se concluye
que la diferencia en el papel de Sec14p en ambos organismos podria estar relacionada
con que dicha proteina cumpla su papel regulatorio en distintas estructuras celulares, es
decir, el aparato de Golgi en S. cerevisiae y la membrana plasmética en Y. lipolytica
(Rambourg et al, 1996). Esta ultima afirmacién puede ser algo contradictoria con Ia
supuesta colocalizacién en cierta medida de Sec14p de Y. /ipolytica con XPR6p (presunto
marcador de Golgi) (lLopez ef al., 1994).

Nuevas secuencias de genes SEC74 de otras levaduras estan depositadas en las
bases de datos: SEC74 de S. pombe y C. glabrata. La caracterizacion de las proteinas
codificadas por estos genes, asi como de sus funciones en los correspondientes
microrganismos pueden aportar nuevos datos de gran interés en esta cuestion.

En S. cerevisiae se ha localizado, mediante secuenciacion de la zona adyacente al
gen BUDZ (cromosoma Xl), el ORF (YKLO97c) que codifica YKJ1p. Esta proteina
comparte un elevado grado de homologia con Sec14p (62,5 % segun el programa BLi{TZ)
pero su funciéon es desconocida hasta el momento ((Cvrckova y Nasmyth, 1993); EMBL
database).

3.2. Proteinas de transferencia de fosfatidilinositol en mamiferos.

-

3.2.1. Actividad, distribucién v conservacion.

Desde hace anos se han caracterizado y purificado proteinas de tejidos de
mamiferos y plantas que facilitan el transporte de fosfolipidos entre distintas membranas
in vitro. Algunas de estas proteinas se caracterizan por ser capaces de transferir Pl y PC,
presentando marcada preferencia por el Pl (De Vries et al., 1995; Helmkamp, et al., 1974;
Van Paridon et al., 1987; Wirtz, 1991). Tanto mediante hibridaciones con anticuerpos
frente a PITP de cerebro bovino, como con hibridaciones DNA-DNA, se ha podido
observar la amplia distribucion y conservacion a través de la escala filogenética de estas
proteinas y de los genes correspondientes. De esta manera, se ha comprobado su
existencia ademas de en mamiferos también en pajaros, reptiles, anfibios e insectos
(Dickenson et al., 1994; Helmkamp, 1990).
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PITPB de rata.
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izquierdo y rifion
PITPB rata 271 aa, Compiementa¢ion de| 1TmRNA de 3 kb {tanaka1994}
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(codificada 31,8 kDa (pt)* genoteca en| Agt11|Mas cantidad de 4,1kb que de|tanaka1995}
por PPI1) (cDNA) de testiculos|1,6kb.
con cDNA de| PITP« | En 8 tejidos examinados.
de rata Mayor en péncreas y menor en
corazoén.
PITPB hombre |271aa hibridacién de 1 mRNA de 3,4kb. {tanaka1995}
(codificada 31,5 kDa (pt)* genoteca de cDNA de | En los 8 tejidos analizados.
por PPI2) cerebro con Mayor en higado y menor en

(pt)” 'indica el peso molecutar tedrico y (pa)* el peso molecular aparente.
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A partir de estudios, tanto bioquimicos como genéticos, en estos Ultimos afios se
han identificado dos isoformas de PITP, a y B, ampliamente distribuidas en fos distintos
tejidos de diferentes mamiferos (bévidos, rata, hombre). Se trata de uno de los tipos de
proteinas mas conservadas de las conocidas hasta la fecha. Asi:

-las isoformas o de la PITP humana y su homéloga de rata comparten un 98,9 %
de identidad (Dickenson et al., 1994),

-las PITP@s de las mismas especies comparten un 98,1 % de identidad (Tanaka et
al., 1995),

-y entre las distintas isoformas de la misma especie también se observa un
elevadisimo grado de homologia (77 % de identidad entre PITP o y B de rata
(Tanaka y Hosaka, 1994)).

Ambas isoformas de las PITPs de mamiferos se han implicado en las mismas
funciones celulares y tienen caracteristicas muy similares, por lo que en ocasiones se
copurifican o son dificiles de separar. Las diferencias mas importantes entre ambas
isoformas, descritas hasta el momento, se refieren a su capacidad de transferir
esfingomielina (SM) y a su localizacién intracelular. Asi, mientras la PITPa no transfiere
esfingomielina in vitro, las isoformas B purificadas, tanto de cerebro bovino como de
higado de pollo, son muy eficientes en la transferencia de este lipido (De Vries et al.,
1995, Westerman ef al., 1995). Respecto a la localizacion, Snoek y col. (Snoek et al,
1992; Snoek et al., 1993) detectan PITP asociada al aparato de Golgi en fibroblastos de
raton suizo 3T3 cuando estos son estimulados por agentes que activan la proteina
quinasa C (PKC), pero estos autores no distinguen entre ambas isoformas. Sin embargo,
de Vries y col. (De Vries et al, 1995) comprueban en esta misma linea celular que,
mientras PITPa se distribuye predominantemente en el citoplasma y asociada al nicleo,
PITPpB esta preferentemente asociada al complejo de Golgi. Aunque ninguna de las dos
isoformas comparte homologia con la secuencia de Sec14p, la localizacién de PITPpB es
mas parecida a la de la proteina de levadura. Por esto, de Vries y col. (De Vries et al,
1995) proponen que la isoforma PITPB seria la que realizaria las mismas funciones que
Sec14p in vivo, mientras que la isoforma PITPqa estaria implicada en otro tipo de funciones
celulares.

3.2.2. Caracterizacién [ i f

Debido a que las PITPs se han estudiado desde hace muchos afos, los datos
conocidos sobre ellas hasta 1991 se encuentran recopilados en la revisién de Wirtz
(Wirtz, 1991). Las caracteristicas mas relevantes para nuestro trabajo de algunas PITPs
purificadas o clonadas de mamiferos se exponen a continuacion y en la tabla IIi.

3.2.2.1. Proteinas de transferencia de fosfatidilinositol de rata.

La isoforma PITPa de rata ha sido la proteina de este grupo mas caracterizada a
nivel molecular. Se ha descrito que sustituciones en los residuos Ser”®, Thr*®, Pro™ y
Glu®*® producen una importantisima reduccién de la capacidad de tranferencia de Pl sin
afectar a la transferencia de PC. Este dato nos indica la posibilidad de desacoplamiento
del transporte de Pl y PC en estas proteinas. También se observa que el residuo Thr-59
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se encuentra conservado dentro de un dominio de fosforilacion de PKC (a su vez también
conservado). Esto sugiere una posibilidad de regulacion de esta proteina in vivo y se ha
propuesto un modelo en el cual el transporte vectorial de Pl por PITP in vivo de una
membrana donadora a una membrana aceptora estaria regulado por un ciclo en el que
intervendria PKC fosforilando a la PITP y una proteinfosfatasa liberando el fosfato (Alb et
al., 1995). Segun este modelo, la PITP se cargaria con PC o P! en la membrana donadora
(de donde partiria sin fosforilar); al llegar a la membrana aceptora se liberaria de su carga
y alli se fosforilaria mediante PKC. Esta forma fosforilada no podria cargarse con Pl y
regresaria a la membrana anterior sin carga o con PC y, por dltimo, en la membrana
donadora la fosfatasa hidrolizaria el fosfato de la PITP y ésta podria volver a cargarse con
Pl o PC. También se ha comprobado, mediante proteolisis controlada, que la eliminacién
del extremo carboxiterminal de esta proteina, desde los aminodacidos Arg®™ y Arg®®,
aumenta su afinidad por vesiculas lipidicas, a la vez que disminuye su actividad de
transferencia de lipidos (Tremblay et al., 1996).

Cabe destacar que la clonacion de la isoforma B de la PITP de rata se realizé
mediante complementacion funcional de un mutante de S. cerevisiae sec14® (Tanaka y
Hosaka, 1994). Esto indica que, a pesar de |a falta de homologia entre Sec14p y PITPp,
esta ultima puede aliviar el defecto de crecimiento del mutante sec74®. Asimismo, la
isoforma o, que tampoco comparte homologia con la secuencia de Sec14p, es capaz de
complementar los defectos de dicho mutante (ver introduccién, punto 3.1.2.1. (Skinner et
al., 1993)).

3.2.2.2. Proteinas humanas de transferencia de fosfatidilinositol.

Los genes de ambas isoformas de las PITPs humanas se clonaron por hibridacion
con genotecas de cDNA (Dickenson ef al.,, 1994; Tanaka et al., 1995) y, como ya se ha
mencionado anteriormente, las proteinas que codifican comparten un 98,9 % y 98,1 % de
identidad con las homologas de rata. Ademas, la comparacién de! cDNA del gen que
codifica la PITPo. humana con su homoélogo de rata revela una secuencia muy similar
incluso en las zonas flanquentes no traducidas (88 % y 84 % en 5y 3, respectivamente).

La expresidn de ambas isoformas de proteinas de transferencia de lipidos es
detectabie en todos los tejidos examinados, pero la cantidad de mRNA varia en los
distintos tejidos dependiendo de qué isoforma se trate (ver tabla Hl) (Tanaka et al., 1995).

3.2.3. Funcj j i

mamiferos.

Las PITPs han sido implicadas en distintas e importantisimas funciones de la
célula. Se ha comprobado la intervencion de estas proteinas tanto en la secrecion de
proteinas (regulada y constitutiva) como en las rutas de transduccién de sefales a partir
de un receptor de membrana (figura 8).
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3.2.3.1. Implicacién de las PITPs en proceso de cebado de los granulos de la
secrecion regulada.

Uno de los factores de citosol de cerebro de rata purificado como necesario para el
paso de cebado de los granulos de la secrecién regulada, llamado PEP3, resultd ser
de la PITPa (aunque hay evidencias de varias isoformas de la proteina en el paso final de
la purificacién) (figura 8,1). Se ha descrito que Sec14p puede sustituir a esta PITP en
dicha funcién (Hay y Martin, 1993). Recientemente, se ha identificado otro de los factores
citosolicos necesarios para el proceso de cebado, llamado PEP1, que actia de forma
sinérgica con la PITP, como una fosfatidilinositol-4-fosfato-5-quinasa (PIP5K). Este hecho
indica que la PITP y la PIP5K podrian actuar de forma secuencial en el reclutamiento de
Pl y la posterior fosforilacion de sus derivados. Se postula un modelo en el cual la PITP
actuaria presentando el Pl a una fosfatidilinositol-4-quinasa (PI4K) (ver figura 9A). Las
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enzimas de este tipo estan predominantemente asociadas a membranas (Carpenter y
Cantley, 1990; Jenkins et al., 1994) por lo que pueden estar presentes en las células
permeabilizadas en las que se realiza el ensayo y es logico que no se encuentre entre
uno de los factores purificados de citosol. La PI4K convertiria el Pl en Pi-4-fosfato que
seria el sustrato de la PIP5K, la cual lo transformaria posteriormente en PIl-4,5-bifosfato
(PIP;). La fosforilacion del Pl explicaria la necesidad de ATP en el proceso de cebado de
los granulos (Hay et af., 1995). De esta forma, apareceria una zona en la membrana rica
en Pl-4,5-bifosfato (PIP,) (Alb ef al., 1996; Hay ef af., 1995) cuya posterior funcion no se
conoce con seguridad. Por una parte, se ha postulado que regularia la actividad de
CAPS145 (Alb et al, 1996}, que es una proteina de unién a Ca®" que regula la fusion
activada por Ca*' de los granulos de secrecién (Walent et al., 1992). Por ofra parte, se ha
propuesto que el dominio PIP, podria promover el ensamblaje del citoesqueleto de actina,
ya que este ultimo juega un papel importante en la direccion de los granulos de secrecién
hasta la membrana plasmatica (Hay ef al., 1995).

3.2.3.2. Implicacién de las PITPs en la formacidon de vesiculas de la secrecién
constitutiva y granulos de la secrecion regulada a partir del frans-Golgi.

Ambas isoformas de las PITPs de mamiferos han sido, asimismo, purificadas de
cerebro bovino como necesarias para la formacion de vesiculas y granulos de
secrecion, constitutiva o regulada, respectivamente, a partir de la red del trans-Golgi
(TGN) (figura 8,2). Se ha comprobado que Sec14p puede sustituir a estas proteinas en
este proceso. Otro factor citosélico todavia no identificado esta implicado en la formacién
de vesiculas a partir de la red del trans-Golgi y, por la necesidad de ATP y por analogia
con el paso de cebado de granulos de secrecion, se postula que pueda ser una quinasa
de lipidos derivados de inositol (Ohashi ef al., 1995). E! modelo descrito propone que el
aumento de los niveles de polifosfoinositidos (lipidos fosforilados derivados de PI, que son
los fosfolipidos mas negativamente cargados) en lugares determinados de la membrana
de la TGN, podria ser muy importante para el proceso de emergencia de vesiculas, por
implicar cambios importantes en la composicidn de la membrana que favorezcan su
curvatura o por favorecer el reciutamiento de proteinas citosélicas necesarias para este
proceso (Ohashi ef af., 1995).

Se ha descrito que la proteina Sec14p puede sustituir a las PITPs en cualquiera de
sus funciones relacionadas con la secrecién expuestas en estos dos puntos (introduccién,
3.2.3.1.y 3.2.3.2)) (Hay y Martin, 1993; Ohashi et al., 1995).

3.2.3.3. Implicacién de las PITPs en las rutas de transduccién de seiiales.

En mamiferos, la estimulacion de receptores de superficie celular por hormonas,
neurotransmisores o factores de crecimiento produce una respuesta celular mediada por
cualquiera de las distintas isoformas de la enzima fosfolipasa C. Este proceso constituye
una ruta de transduccién de sefiales importantisima en este tipo de células. La activacién
de uno de fos distintos tipos de receptores de superficie activa a una de las distintas
isoformas de la fosfolipasa C (PLC) que hidroliza rapidamente PIP,. En esta hidrélisis se
liberan dos segundos mensajeros: inositol-1,4,5-trifosfato (IP;) y DAG. Ef IP; moviliza Ca®*
intracelular y esto puede producir una serie efectos celulares (gj: contraccion muscutar). Ef
diacilglicerol activa la enzima proteina quinasa C (PKC) que, una vez activada, fosforilara
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proteinas intracelulares que finalmente regularan la expresion de una serie de genes
produciendo el efecto final esperado (Berridge, 1993; Thomas ef al., 1993) (ver figura 9B).
Algunos ejemplos de estos efectos finales serian la liberacidn de histamina por parte de
las células cebadas en respuesta a un antigeno, o la contraccién del masculo esquelético
en respuesta a acetilcolina (Alberts ef al., 1994b; Nishizuka, 1992).

El PIP; que es hidrolizado por la PLC es sintetizado, previamente, mediante dos
reacciones de fosforilacién secuenciales a partir de Pl. Este Pl es transformado en Pi-4-
fosfato (PIP) mediante la Pl-4-quinasa. Posteriomente, el PIP se fosforila en la posicién 5
a través de la Pl-4-fosfato-5-quinasa (PIP5K), transforméandose asi en Pi-4,5-bifosfato que
es el sustrato de la PLC (figura 9A).

Existen varias isoformas de PLC (PLC-B, PLC-y y PLC-3), ademas de diferentes
subtipos de cada una de ellas (Cockeroft y Thomas, 1992; Rhee y Choi, 1992):

-La PLC-P esta regulada por receptores transmembranales. La activacion de
dichos receptores, en respuesta a senales extracelulares, produce la estimulacién de
proteinas triméricas de unién a GTP que, a su vez, seran las que activaran a la PLC-B
desencadenando finalmente la respuesta celular (ver figura 9B). Un ejemplo de este tipo
de sefalizacién es la agregacion de las plaquetas inducida por la trombina.

-La PLC-y esta regulada por otro tipo de receptores, también proteinas
transmembranales, cuyos dominios citosdlicos se fosforilan en tirosina al activarse por la
unién del ligando al dominio extracelular de los mismos. Existen dos tipos de receptores
que pueden activar a la PLC-y: @ receptores tipo “tirosina quinasa” (ej: el receptor del
factor de crecimiento epidérmico) y @ “receptores asociados a proteinas tirosina quinasa”
(ej: receptor de IgE en células RBL-2H3). La PLC-y se asocia a residuos de tirosina
fosforilados de estos receptores activados y, de esta forma, se produce su activacion que
desencadenara efectos celulares especificos (Alberts ef al., 1994b).

La purificacion de PITPa de cerebro bovino como un factor esencial para
reconstituir la actividad de la PLCP mediada por GTP, en celulas HL60 permeabilizadas,
implicé por primera vez a las PITPs en estas rutas de transduccidon de sefiales (Thomas
et al, 1993). La posterior observacién de que PITPa controla la velocidad inicial de la
reaccion de la Pl-4-quinasa en la sintesis de PIP; (ver figura 9A), llevé a postular que la
funcion de esta proteina en sefializaciéon sera reclutar o presentar Pl a esta quinasa, lo
que posteriormente proveera a la PLCB de su sustrato (PIP;). Lo que finalmente se
propone es que la PITPa es, en realidad, un cofactor en este tipo de sefializacion, que
posiblemente canaliza el Pl directamente a la via de las quinasas de lipidos. Se plantea la
hipotesis de que la PLCP podria preferir como sustrato los lipidos que le llegan a partir de
la PITPa a los residentes en membrana (Cunningham ef al., 1995). Esto podria concordar
con la curiosa observacién de que la célula tiene compartimentalizado el PIP, segan sea
“sensible a agonistas” (seria el utilizado en sefalizacion) o “insensible” a éstos (Alb ef al,,
1996; Monaco y Gershengorn, 1992).

La PLCy es activada, entre otros, por el receptor dei factor de crecimiento
epidérmico (receptor de EGF). Estudios de co-inmunoprecipitacion han revelado que
existe una asociacion, dependiente de EGF, de ia PITP tanto con el receptor de EGF,
como con |la Pl-4-quinasa y con la PLCy (Kauffmann-Zeh et al., 1995). Esto implicaria a la
PITP en la formacién de un complejo con todas estas proteinas.
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Muy recientemente, se ha descrito que las dos isoformas, o (de carcinoma de
higado humano) y B (de cerebro de rata), de las PITPs y Sec14p son equivalentes en la
reconstitucion de la sefializacion. Esto ocurre tanto si la hidrélisis de PIP; es producida por
la isoforma B de la PLC, como por la isoforma y . En el caso de la isoforma y, se ha
comprobado para los dos tipos de receptores que pueden activarla. En resumen, la
necesidad de PITPs es un requerimiento general en la sefializacion mediada por lipidos
derivados de inositol cualquiera que sea la isoforma de PLC que interviene en ella. La
falta de homologia de secuencia, entre Sec14p y ambas isoformas de las PITPs de
mamifero, ha llevado a sugerir que la capacidad comun a estas tres proteinas de
unir/intercambiar lipidos es la necesaria para su funcién en senalizaciéon (Alb ef al., 1996;
Cunningham ef al., 1996). Como se apunté anteriormente, su funcion podria ser aportar a
las fosfolipidoquinasas los monémeros de Pl que sean sus mejores sustratos (Alb ef al,
1996).

El hecho de que la PITPS tenga elevada capacidad de transferir esfingomielina
(SM), unido al descubrimiento de que de un 10 % a un 20 % de la SM celular interviene en
una nueva via de transduccidon de sefales (por la cual esta SM de la membrana
plasmatica se convierte en ceramida en respuesta a inductores extracelulares (Hannun,
1994; Linardic y Hannun, 1994)), plantea la cuestion de si ia PITPp estaria implicada en
esta otra via de sefializacion (De Vries et al., 1995) .

De lo expuesto en todo este punto se podria concluir que las PITPs actuarian en
diferentes funciones celulares de células de mamifero con un mecanismo que podria ser
comun. Este mecanismo consistiria en presentar Pl a una ruta de Pl quinasas de manera
que se sintetizara el PIP; necesario en esas diferentes funciones fisiologicas. Todas la
funciones en las que intervienen estas proteinas son de elevada importancia para el
funcionamiento celular y, en todas ellas Sec14p puede sustituir a estas PITPs de
mamifero (figura 8).

3.3. Modelo general del mecanismo de formacién de vesiculas a
partir del aparato de Golgi: intervencién de las PITPs y Sec14p.

Como se ha comentado a lo largo de toda la introduccion, distintos estudios muy
recientes (tanto de levaduras como células eucariotas superiores) han implicado cambios
lipidicos de la composicién de las membranas del aparato de Golgi en la formacion de
vesiculas de secrecion a partir de éste. Matin (Martin, 1997) ha propuesto un modelo en el
cual se integran todos estos datos (figura 10). Segun éste, la formacion de vesiculas es
debida a variaciones en la composicion fosfolipidica de dichas membranas que resultan
en la formacidn de dicilglicerol {DAG) y acido fosfatidico (PA):

-La generaciéon de DAG necesita de PITPs (o Sec14p en levaduras). Estas
proteinas, por una parte, inhibiran el consumec de DAG en la sintesis de PC y, por
otra, promoveran su formacion mediante el metabolismo de Pl (Kearns et al,
1997). La sintesis de DAG también esta regulada por Sac1p, a través del control
del metabolismo de esfingolipidos (Keams et al., 1997). El DAG puede alterar la
curvatura de la membrana ofy reclutar proteinas de union a DAG que es posible
que intervengan en la formacion de las vesiculas. Las PITPs también presentarian
al Pl a kinasas que lo tranformarian en PIP; (Ohashi et al., 1995) (figura 10).
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-La generacién de PA se debe a otro proceso que se ha relacionado con la
emergencia de vesiculas en el aparato de Golgi (introduccién, punto 2.3.3). EI ARF
activa la PLD, enzima que cataliza la formacion de PA a partir de PC. El PA activa
las enzimas que sintetizan PIP, y este compuesto, a su vez es necesario para la
activacion de la PLD (De Camilli et al., 1996). De esta forma, se podrian generar
en las membranas dominios con elevadas concentraciones de PA y PIP, (lipidos
muy negativamente cargados). Dichos dominios podrian promover la curvatura de
dichas membranas y en los que se podrian unir las proteinas de revestimiento (De
Camilli et al., 1996; Ktistakis et al., 1996).

3.4. Otras proteinas relacionadas con Sec14p o con las PITPs.

Se han descrito otras proteinas que comparten cierto grado de homologia con
Sec14p y que se mencionan a continuacion:

- La proteina humana de union a retinaldehido (HRBP) (Crabb et al., 1988), con la
que Sec14p comparte una homologia de un 25 % en una regién de 271 aa, fue la primera
proteina homoéloga descrita (Salama et al., 1990). También ha sido caracterizada una
proteina de union a retinal de Todarodes pacificus (“Japanese flying squid”) (Ozaki et al.,
1994). Estas proteinas unen ligandos hidrofébicos.
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- La proteina humana de transferencia de o-tocoferol (une y transfiere esta
vitamina) también se ha descrito que presenta cierta homologia (37,4 %) con Sec14p y la
HRBP, sobre todo en las zonas amino y carboxiterminales (Arita ef al., 1995).

- MEGZ es un gen humano que codifica una proteina con dos dominios
diferenciados: un dominio catalitico carboxiterminal con actividad de proteina tirosina
fosfatasa (PTPasa) y una regién amino terminal con 254 aa homélogos a HRBP y Sec14p
(24 % de identidad con esta ultima) (Gu ef al., 1992).

- Recientemente, también ha sido clonado un gen humano (SEC14L) que codifica
una proteina parciaimente homdloga a Sec14p (6,9 % en toda la proteina, segin el
programa BLITZ y algo mas en zonas determinadas), asi como a la proteina de unién a
retinal de Todarodes pacificus (“Japanese flying squid”) y a dos hipotéticas proteinas de
Caenorhabditis elegans. La proteina codificada por SEC74L tiene un tamano bastante
mayor a Sec14p (715 aa frente a 304 aa) y no se conocen datos respecto a su posible
funcién o sus actividades enzimaticas (Chinen ef al,, 1996).

- Ademas, en las bases de datos de secuencias han sido depositadas algunas
proteinas mas de S. pombe (Yas2p) o de C.elegans (Yn02p), cuya secuencia
aminoacidica ha sido deducida directamente de genes de funcioén desconocida y que, por
presentar alguna homologia con las proteinas anteriormente mencionadas, se les
considera como pertenecientes a la familia del factor citosolico Sec14p.

Todas estas proteinas mencionadas son homélogas a Sec14p con distintos
porcentajes de identidad, pero también existe otra clase de proteinas que tiene cierta
homologia con las PITPs de mamifero. Asi, la proteina rdgB de Drosophila melanogaster
(Vithelic et al., 1991) de 116 kDa, y que es integral de membrana, presenta un dominio N-
terminal parecido a la PITP de rata y con capacidad de transferencia de Pl in vitro cuando
se expresa como un péptido soluble (Vithelic et al., 1993).

El estudio mas detallado de todas estas proteinas podria proporcionar nuevos

datos sobre las distintas funciones celulares de la familia de Sec14p, asi como de la
familia de las PITPs.
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OBJETIVOS

El objetivo fundamental de una de las lineas de investigacion sobre C. albicans,
existentes en nuestro grupo, es la identificacion de distintas funciones de la célula fingica
que puedan ser utilizadas en el desarrollo de nuevos y selectivos farmacos antifungicos.
En concordancia con esta idea se plantearon los objetivos concretos del trabajo expuesto
en la presente memoria:

1. Clonacion del gen de C. albicans homoélogo al gen SEC14 de
S. cerevisiae y andlisis de las caracteristicas tanto de dicho gen como de Ia
proteina que codifica.

2. Construcciéon de mutantes de C. albicans con defectos en el gen clonado,
cuyo estudio pudiera aportar datos sobre la importancia y el tipo de funciones en
las que se encuentra implicado.

3. Estudio de las proteinas humanas que sean homalogas funcionales a la
proteina codificada por el gen SEC14 de levaduras, para obtener informacion
sobre las posibilidades tedricas de encontrar farmacos antifingicos con la
selectividad adecuada, en el caso de que SEC14 fuera utilizado como diana en et
desarrollo de dichos farmacos.
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MATERIALES Y METODOS

1. CEPAS.

Las cepas de E. coli, S. cerevisiae y C. albicans, utilizadas en la realizacién de este
trabajo y construidas durante la misma, se describen respectivamente en las tablas IV y V.

DH5aF’ K-12 A(lacZYA-argF)uiss SUpE44 thi-1 recAft|(Hanahan, 1988)
endA1 hsdR17 gyrA relA1 ($80lacZAM15)F’ _
MC1061 araD139 A(ara-leu)7697 A(lac)X74 galU galK|R.L. Gourse

straA

S. cerevisiae
CTY1-1A MATa ura3-52 Ahis3-200 lys2-801 sec14-1° (Bankaitis ef al., 1989)
CTYD2 MATala ura3-52/ura3-52 lys2-801/lys2-801|V. Bankaitis
ADE?2/ade2-101 TRPT1/Atrp1 Ahis3-200{Ahis3-
200 sec14-3/sec14A1..HIS3

CTY588 MATa ade2 ade3 leu2 Ahis3-200 ura3-52 (V. Bankaitis
sec14A1 HIS3/ pCTY 11t
$288C MATa mal2 gal2 (Mortimer y Johnston,
1986)
C.albicans
1006 MPAT serb7 ura3 lys1 arg4d (Goshorn y Scherer,
1989)
WO-1 cepa silvestre, realiza 1a transicion “white-|(Slutsky et al., 1987)
opaque”. aislado clinico
1001 cepa silvestre de CECT, ATCC64385, aislado | (Gil ef al., 1988)
clinico
92’ mutante morfoldgico incapaz de filamentar, cepa | (Nombela et al., 1987)
isogénica de 1001
SC5H314 cepa silvestre. Parental de CAl4 (Gillum et al., 1984)
CAl4 ura3A::imm434/ura3A::imm434 (Fonzi y Irwin, 1993)

tEl plasmido pCTY11 que porta la cepa CTY588 contiene un vector episomico de
S. cerevisiae que incluye los genes LEU2, ADE3 y SEC14 de esta misma especie.
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Tabla

‘epas obtenidas en este trabajo.

ura3A-imm434/ura3-immd434 CaSEC 14/Casec14A:-hisG-CaURAS-hisG
ura3Aimm434/ura3n:imm434 CaSEC14/CasecT4A: hisG

ura3A:; imm434/ura3A;.imm434 Casec14A: hisG/CaSEC14-CalRA3-
SKBluescript-CaSEC14

CSM1-| ura3A:.immd34/ura3A:.imm434 Casec14A::hisG/Casec14-1-CalURAS3-
SKBluescript-CaSEC 14
CSM7-2 ura3A:.imm434/ura3A:;:imm434 Casec14A: hisG/Casec14-7-CallRA3-

SKBIluescript-CaSEC 14

SSCO1 MATa ade? ade3 leu2 Ahis3-200 ura3-52 sec14A1.:HIS3/pCTY 11ty
pLM1

SSCo02 MATa ade2 ade3 leu2 Ahis3-200 ura3-52 sec14A1:HIS3/pCTY 11ty
PYPla

SSC03 MATa ade2 ade3 leu2 Ahis3-200 ura3-52 sec14AT. HIS3/pCTY 11ty
PYPIp

SSC11 MATa ade2 ade3 leu2 Ahis3-200 ura3-52 sec14A1.:HIS3/pl.LM1

S8C12 MATa ade2 ade3 leu2 Ahis3-200 ura3-52 sec14A1:.HIS3/pYPla

SSC13 MATa ade?2 ade3 leu2 Ahis3-200 ura3-52 sec14A1::HIS3/pYPIB

1 El plasmido pCTY11 que porta la cepa CTY588 contiene un vector episémico de
S. cerevisiae que incluye los genes LEU2, ADE3 y SEC14 de esta misma especie.

El resto de los plasmidos aparecen en esta tabla se describen posteriormente en la
tabla de plasmidos (tabla VII).

2, MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO.

Los medios eran liquidos o sélidos segun las necesidades de cada experimento. A
los medios descritos a continuacién hay que afiadirles 20 g/l de agar cuando se necesitan

en forma sélida. Excepto en los casos indicados, estos medios fueron esterilizados en
autoclave a 121°C, durante 20'.

2.1. S. cerevisiae.

Las cepas de S.cerevisiae se crecieron en los siguientes medios de cultivo:

-YED: 10 g/l de extracto de levadura y 20 g/l de glucosa.
-YEPD: 10 g/l de extracto de levadura, 20 g/l de glucosa y 20 gfi de peptona.

-MPE: 10 g/l de extracto de levadura, 30 g/l de extracto de carne y 50 g/l de
glucosa.
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-ME: 10 g/l de acetato potasico, 1 g/l de extracto de levadura y 0,25 g/l de glucosa.

-SD: 1,7 g/l de base nitogenada para levaduras (Difco), 5 g/l de sulfatoc amoénico,
20 ¢/l de glucosa y 70 mi/l de mezcla de aminoacidos.

-SG: 1,7 ¢/l de base nitogenada para levaduras (Difco), 5 g/l de sulfato amonico,
20 g/f de galactosa, 20 g/l de rafinosa y 70 ml/l de mezcla de aminoacidos. La galactosa
se esterilizé, separadamente, por filtracion. En algunos casos se eliminé la rafinosa.

La composicion de la mezcla de aminoacidos concentrada utilizada en la
preparacion de los medios SD y SG es:

147 mg/ml de adenina, uracilo, L-triptéfano, L-histidina, L-arginina y L-metionina;
221 mg/mi de L-tirosina, L-leucina, L-isoleucina y L-lisina; 368 mg/ml de L-fenilalanina; y
738mg/ml de L-glutamico, L-aspartico, L-valina, L-treonina y L-serina.

Esta mezcla de aminoacidos puede variar segln el experimento, asi, en cada caso
estaban ausentes de ella los aminoacidos utilizados en la seleccion de plasmidos o DNASs
transformantes y se duplicaba la concentracién de aminoacidos para los cuales eran
auxétrofas las cepas que se iban a utilizar.

Las cepas de S. cerevisiae se incubaron, normalmente, a 24°C. Se utilizaba la
temperatura de 37°C cuando se queria comprobar la termosensibilidad.

2.2, C. albicans.

Para el crecimiento de las cepas de C.albicans se utilizaron algunos de los medios
de cutivo descritos para S. cerevisiae, como el YED y el SD, ademas de otros los que se
describen a continuacion:

-SD + mezcla de aa+ S 1 M: en las transformaciones de C.albicans mediante
protoplastos los transformantes se sembraron en el medio de seleccién adecuado
(normalmente SD + mezcla de aa carente de uracilo) y con Sorbitol 1 M como estabilizante
osmaotico.

-Medio de Lee: 0,2 g/l de sulfato magnésico, 2,5 g/l de fosfato dipotasico, 5 g/l de
cloruro sédico, 5 g/l de sulfato amoénico, 0,5 g/l de L-alanina, 1,3 g/l de L-leucina, 1 g/l de
L-lisina, 0,1 g/l de L-metionina, 0,07 gAl de L-omitina, 0,5 g/l de L-fenilalanina, 0,5 g/l de L-
prolina y 0,5 g/l de L-treonina. Después de disolver estos componentes se comprueba que
el pH sea cercanc a 7, se autoclava y se le anade 25ml/l de una solucién esteril de
glucosa al 50% y 1ml/| de una solucién esteril de biotina al 0,1% (Lee ef al., 1975).

-Suero de caballo {puro).

-Suero de ternera fetal (puro o al 10% en medio SD).

C.albicans se incubé a 30°C en la mayoria de las ocasiones y a 37°C y a 42°C
cuando se buscaban mutantes termosensibles.

2.3. E. coli.

Las cepas de E. coli que se incubaron rutinariamente a 37 °C, se crecieron en los
siguientes medios suplementados con Ampicilina (100mg/ml) cuando era necesaria para la
seleccion de plasmidos.
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-LB (Luria-Bertani): 10 g/l de triptona, 5 g/l de exiracto de levadura, y 5 g/l de cloruro
sddico.

-TB (terrific broth): 12 g de triptona, 24 g de extracto de levadura y 4 ml de glicerol se
disuelven en 900 ml y se autoclavan. Cuando se haya enfriado, se anaden en esterilidad
100 ml de una solucién de fosfato monopotasico 0,17 M y fosfato dipotasico 0,72 M
autoclavada por separado y fria.

3. ENSAYOS DE DE FILAMENTACION.

Se inoculé un nimero de células entre 5.10° y 1.10° células/mi, en 0,5 ml de medio
inductor de {a filamentacién. Los cultivos se incubaron a 37°C y la morfologia celular se
observé a las 3 h, 8 h y 24 h. Los medios utilizados fueron: suero de caballo, suero de
ternera fetal y medio de Lee.

La induccién de filamentacion en medio sdlido se realizé en Medio SD+10% de
suero de ternera fetal. Tras sembrar 300 células por placa, estas se incubaron a 37°C
hasta que el tamafo de las colonias era el adecuado para la observacién de su
morfologia.

4. DETERMINACIONES ENZIMATICAS.

4.1. Determinacion de fosfatasa alcalina en medio sdlido.

La medida de la liberacién de la enzima intracelular fosfatasa alcalina al medic de
cultivo se utilizé para la determinacion de la lisis celular. Para su deteccién, se adiccioné
BCIP (bromo-cloro-indolil-fosfato, Sigma) al medio de cultivo sélido. Este reactivo se
afiadia al medio esteril y atemperado a 55°C en la cantidad necesaria para que quedara a
una concentracion de final de 40 mg/l. Después del crecimiento de las cepas en estas
placas se detectaba una coloracién azul en aquellas cepas cuyas células habian lisado y
habian permitido la liberacién al medio de |a enzima que habia hidrolizado el sustrato.

4.2. Determinacion de actividad exoglucanasa en medio sélido.

Se detectd la secrecidn de esta enzima al medio de crecimiento. Las estirpes de
C. albicans a ensayar se crecieron en placas de YED a 30°C durante dos dias. Para la
deteccion del enzima se les anadié una sobrecapa compuesta por: 50% de agarosa al 2% en
tampoén acetato potasico 50mM (pH 5,3) y 50% de solucion de MUG (4-metil umbeliferit R-D-
glucopirandsido) al 0,06 % disuelto en el mismo tampoén. Una vez polimerizada la sobrecapa
se incuban las placas a 30°C, durante 30 min y posteriormente se irradian con luz ultavioleta,
que permitira la visualizacion de fluorescencia blanca alrededor de las colonias productoras de
exoglucanasa (Cid ef al, 1994). El halo de luz emitido es directamente proporcional a fa
cantidad de enzima producida por la cepa.
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4.3. Determinacion de fosfatasa acida en medio sélido.

Para detectar, en cepas de C. albicans, la secrecién de fosfatasa acida al medio de
crecimiento, se utilizé el método descrito por Meyhack y col. {(Meyhack et al, 1982),
modificando el medio de cultivo. Como medio bajo en fosfatos se utilizd medio de Lee
carente de fosfato dipotasico y con fosfato monopotasico en la concentraciéon adecuada
(10mg/l o 30mg/l). Las cepas se sembraron tanto en dicho medio como en YED {(como
control). Tras varios dias de incubacién se afadié una sobrecapa de agar de tincion. Este
se prepara disolviendo agar (Difco) al 1% en tampén citrico-citrato a pH=86, en el cual una
vez atemperado a 45°C o 50°C se afade 2mg/ml Fast Garnet GBC en forma de sal de
sulfato (Sigma) y 0,2 mg/ml de a-naftil-fosfato (Sigma). Al afiadirse esta sobrecapa de
agar sobre las cepas, estas se colorean desde amarillo hasta marron oscuro en funcion
de la actividad fosfatasa que se libere al medio.

5. TECNICAS DE MANIPULACION DE DNA Y PROTEINAS

Los métodos de manipulacion de DNA que se han utilizado en el presente trabajo
son los convencionales y se realizaron segun se describen en los manuales clasicos de

Biologia Molecular (Ausubel ef al., 1993; Sambrook ef al, 1989). Se siguieron estos
protocolos para;

- Extracion de DNA de E. coli y su posterior purificacién.

- Analisis de restriccion del DNA y ligaciones: las enzimas de restriccién procedian
de Boehringer-Mannheim, asi como las enzimas DNA ligasa, DNA fosfatasa y
Klenow.

- Preparacidon de geles de agarosa tanto analiticos como preparativos: la
concentracién de agarosa varié de 0,8% hasta 2% segun los tamaros de la bandas
que se analizaron. Los patrones de pesos moleculares también proceden de
Boehringer-Mannheim.

Para la elucidn de DNA a partir de los geles de agarosa se utilizé el sistema
comercial “Geneclean kit” (Bio101).

5.1. Plasmidos.

Los plasmidos utilizados para la realizacion de este trabajo se describen en la tabla
V1 y los obtenidos o construidos durante la misma estan descritos en la tabla VII.
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C cas -kFuente :
Resistencia a ampicilina. (Ausubel ef al., 1993)
Resistencia a ampicilina. Stratagene

Bluescript

PYEUra3 | Ec/Sc Centromérico. Vector de expresion. | Clontech
Marcador URAS3. Promotor
GAL1/GAL10.

YEp352 | Ec/Sc Episémico. Marcador URA3. (Hill et al., 1986)

pYES2 Ec/Se Episémico. Marcador URA3. Vector | Invitrogen Corporation
de expresion. Promotor GAL1.

pJPDM19| Ec/Ca ARS de C. albicans. Marcador | J.Pla/R.M. Pérez
CaURA3.

pPAN3 Ec/Ca Dos ARS de C. albicans. | (Negredo et al., 1997)
Marcadores: CaARGS5,6, CaLFUZ y
CalURAS3.

pANB Ec/Ca Dos ARS de C. albicans. Marcador | A.l. Negredo.
CaARGS5,6.

Las siglas que indican los huéspedes corresponden a: Ec. E.coli, Sc:

S. cerevisiae, Ca: C. albicans.

Descripcion. o0
Proviene de la genoteca gendmica de C.albicans 1001.
Aislado en el rastreo con dicha genoteca. Inserto de 8 kb que
incluye CaSEC14 y zonas adyacentes del genoma (figura 12).

pLM13 YEp352 Aislado en el rastreo con la genoteca de C.albicans 1001.

pLM15 YEp352 Aislado en el rastreo con la genoteca de C.albicans 1001.

pLM19 YEp352 Aislado en el rastreo con la genoteca de C.albicans 1001.

pLM23 YEp352 Aislado en el rastreo con la genoteca de C.albicans 1001.

pLM25 YEp352 Aislado en el rastreo con la genoteca de C.albicans 1001.

pLM27 YEp352 Aislado en el rastreo con la genoteca de C.albicans 1001.

pLM1a YEp352 Inserto: fragmento Hindlll-BamHI de 4 kb de pLM1 (figura 12).

pLM1b YEp352 Inserto: fragmento Hindlll-Hindlll de 4 kb de pLM1 (figura 12).

pCEN1 pYEUra3 | Inserto: fragmento Spel-Spel de 3,4 kb que incluye CaSEC14
(figura12). Clonado en la diana Spef/ de pYEUra3. CaSEC14
no queda bajo el control del promotor GAL1, sino que se
encuentra regulado por su propio promotor.

pLY1 YEp352 Inserto: fragmento EcoRI-EcoR| de 2.1 kb que incluye el ORF
de CaSEC14, excepto los 13 aa de extremo C-terminal y la
zona 5’ del genoma de C. albicans (figura12).

| pLU1 pUC19 Inserto: igual que pLY1.

pL.U2 pUC19 Piasmido similar a pLU1 pero con el inserto en orientacion
opuesta.

pLUIN pUC19 Inserto: fragmento Avalll-BamHlI de 0.5 kb del interior
CaSEC14.

{continua
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pSLK2 SK SK Bluescript al que se ha eliminado la diana BamHI
Bluescript | rellenandolo con el enzima Klenow y religando. Sin inserto.
pSLK3B | pSLK2 Inserto: fragmento Spel-Spel de 3.4 kb de pLM1 que incluye
CaSEC 14 clonado en la diana Spel de pSLK2.
pLIS4 pSLK2 Derivado de pSLK3B en el que se ha sustituido el fragmento

Avalll-BamH| de 0.5 kb del interior de CaSEC14 por el

fragmento BamHI-Bgfil que incluye la construccion hisG-

CalURA3-hisG. La diana Avalll de CaSEC714 se pierde

mientras que BamH| se regenera.

pSLK5B | pSLK2 Derivado de pSLK3B. En EcoRV se subcloné un fragmento
Sacl-Xbal (de pJPDM19) relleno con Klenow, que contiene el

_gen CalURA3. CaSEC14 y CaURA3 en la misma orientacién.

pSLK6 pSLK2 Derivado de pSLK5B al que se le ha eliminado la diana HindlIll

del sitio de clonacién muiltiple.

pLUZM1 | pUC19 Obtenido en la mutagénesis dirigida. Similar a pl.U2 pero

CaSEC14 se ha sustituido por Casec14-1 (figura 26).

pLUZM?7 | pUC19 Obtenido en [a mutagénesis dirigida. Similar a pLU2 pero

CaSEC14 se ha sustituido por Casec14-7 (figura 26).

pPSLK7M1| pSLK2 Derivado de pSLK®6. El fragmento Styl-BamH! del CaSECT74 se

ha sustituido por el fragmento equivalente de Casec?4-1

obtenido de pLU2M1 (figura26).

pSLK7M7| pSLK2 Derivado de pSLK6. El fragmento Styl-BamH| dei CaSEC14 se

ha sustituido por el fragmento equivalente de Casec14-7

obtenido de pLU2M7 (figura26).

YEMA1 YEp352 Subclonacién del fragmento Spel-Spel de pSLK7M1 que

contiene Casec14-1 en Xbal de YEp352 (figura26).

YEM7 YEp352 Subclonacion del fragmento Spel-Spel de pSLK7M7 que

contiene Casec14-7 en Xbal de YEp352 (figura26).

pSECAR | pUC19 Ligacion del fragmento Sacl-Clal de 7 kb de pAN8 (contiene

CaARGS5,6, pUC19 y una secuencia ARS) con el fragmento

Sacl-Clal de 4,85 k de pslk6 {contiene CaSEC14 y CaURA3).

pYPla pYES2 Inserto; ORF de la proteina humana PITPa bajo el control del
promotor GAL1 (figura 32).
pYPIP pPYES2 Inserto: ORF de la proteina humana PITPpP bajo el control del

_promotor GAL1 (figura 32).

5.2. Genotecas.

Para la ia complementacion del mutante termosensible CTY1-1A y clonacion del
gen CaSEC14 se utilizé una genoteca gendmica de C. albicans 1001. Esta se contruyé en
este Departamento (Navarro-Garcia ef a/., 1995) y esta formada por fragmentos de entre
6 y 9 kb, procedentes de la restriccién parcial del genoma de la mencionada estirpe con la
enzima Sau3A, subclonados en la diana BamH| de YEp352.

El molde utilizado en la amplificacion de las PITPs humanas era una genoteca de
c¢DNA de células Hela donada por el laboratorio del Dr. Guarante.
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5.3. Transformacion de DNA.

La transformacién rutinaria de plasmidos y ligaciones en E.coli se realizé por el
método de Hanahan (Hanahan, 1983), a excepcion de los plasmidos extraidos de
S. cerevisiae que se amplificaron por electroporacion (Dower ef al, 1988). Esta
electroporacion se realizé con un aparato BTX 600 siguiendo las instrucciones del
fabricante (condiciones: R=129 Q, V=2400 V).

La electroporacion fue utilizada también para transformar el mutante CTY1-1A de
S.cerevisiae con la genoteca genomica de C. afbicans, con unas condiciones de R=186 Q
y V=1400 V y siguiendo el método descrito en distintas referencias (Becker y Guarente,
1992; Becker y Guarente, 1991; Navarro-Garcia ef al., 1995). En el resto de las ocasiones
en que se transformod S. cerevisiae se utilizd el método de bicina (Dohmen ef al., 1991) o
el de acetato de litio (Ito et al., 1983).

Para las fransformaciones de C. albicans se utilizé el método de protoplastos (Kurtz
et al., 1986).

5.4. Secuenciacion de DNA y andlisis de las secuencias.

M13UP* CGACGTTGTAAAACGACGGCCAGT

M13RP* CAGGAACAGCTATGAC No
Luci TCACAAGCTACAAACATATCAATAGCTT Si
Luc2pro GGGATGGGATGAGAATGGCAAAA Si
Luc3end GATGTTTCTGATGACGATTTATT Si
Luc4 TCACCGCTCCAACCGATCAAACA Si
Luch ATGGAGAGATTTTGGTCTTA Si
Isec1 GTCTAAGTAGTTGAACATTGATA No
Ohg1t GTTTTCCGCCATCGCAATCAGGC No
Qura3crt GTGTTACGAATCAATGGCAGTACAGC No
amplisec ACCTTCTGGACCAATCAATTCTG No
oli3 TTGTCTGGTAAATTTTGAGGTGGG No
olimut19 ATTTGGTGATATGTCAGAT No
1119ts GACATATCACCAATTAAATTT No
PPlinic CCCGGATCCATGGTGCTGATCAAGGA No
PPI1fin CGCGAATTCTTAGTCATCTGCTGTCAT No
PPI2fin CGCGAATTCTAGACATGAGCAGCCGA No

*M13UP (universal primer de M13) y M13RP (reversal primer de M13). Estos
ologonucleétidos hibridan cada uno a uno de los lados del sitio de clonacién miltiple de
pUC19. t Los oligonuciedtidos asi sefnalados fueron cedidos por M. L. Herndez.

Para la secuenciacion del locus CaSEC 14 se siguieron estrategias complementarias.
Una de las cadenas de DNA se sometié al proceso de deleciones seriadas (utilizando el
sistema "Double-stranded Nested delection kit de Pharmacia Biotech). Estas se realizaron
sobre el plasmido pLU1 utilizando como extremo sensible el generado por el corte con
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Smal y como protegido el generado por el corte con 1a enzima Psfl (estas enzimas cortan
en el sitio de clonacion multiple de pUC19, una a cada lado del inserto de pLU1). Los
plasmidos obtenidos fueron secuenciados a partir de! oligonucledtido M13RP (tabla VIII).
Para la secuenciacién de la otra hebra, pl.M1b, pLM1a y pLUIN se secuenciaron a partir
de M13RP y/o M13UP. Ademas, se disefiaron los oligonucleétidos fluoresceinados Luc1,
Luc2pro, Luc3end y Luc4 (tabla VII). El DNA plasmidico de cada uno de los clones
obtenidos para la secuencia se purificé con e! sistema de columnas “Quiagen”. La
secuencia se realizé en la Unidad de Secuenciacién Automatizada de DNA de la U.C.M,,
asi como la sintesis de los oligonuclettidos (tanto los disefiados y utilizados para
secuenciacion como para PCR). Los resultados de la secuenciacién fueron procesados
mediante el programa informatico PCGENE y las homélogias compartidas con resto de las
secuencias de DNA y proteinas depositadas en {as bases de datos se obtuvieron gracias
al acceso a los programas FASTA, BLITZ y BLAST mediante internet.

El disefio de los oligonucledtidos para que cumplieran las condiciones requeridas,
tanto para la secuenciacién, como para las amplificaciones por PCR, se realizdé mediante
el programas informético OLIGO 4.0 (Macihtosh).

5.5. Reaccién en cadena de la polimerasa o PCR.

Los protocolos basicos utilizados en las amplificaciones por PCR pueden
encontrase tanto el los manuales de Biologia Molecular (Ausubel et al.,, 1993), como en
libros mas especificos (Erich, 1989; Innis ef al., 1990).

Se utilizd un termociclador “Perkin Elmer Cetus DNA Thermal Cycler’. Los
desoxinucleétidos eran de Boerhinger-Mannhein. La enzima Taq polimerasa, los
tampones y las sales utilizadas en la mayoria de los casos eran de Perkin Elmer/Roche,
excepto en el caso de las amplificaciones de las PITPs humanas donde se utilizé la
enzima, las sales y los tampones del sistema “Expand High Fidelity PCR System”
(Boerhinger-Mannhein) que introduce muy pocos errores.

L.as condiciones de cada PCR se adaptaron a las necesidades de cada experimento
y se describen en los pies de las figuras que muestran dichos experimentos. La
temperatura de hibridaciéon de los oligonucledtidos en cada amplificacion fue calculada
mediante el programa OLIGO 4.0 y adaptada empiricamente.

El volumen total de la reaccién fue de 100 pl cuando se trataba de una PCR
preparativa y de 10 ! en fas PCRs analiticas, en las que solo interesaba la aparicién o no
de una determinada banda.

5.6. Extracion de DNA de levaduras.

Para extraccion de DNA plasmidico de S. cerevisiae se utilizo el método descrito por
Lorincz que utiliza bolitas de vidrio para la rotura mecéanica de las células (Lorincz, 1984).
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5.7. Hibridacion DNA-DNA.

Para la realizacion de la técnica de Southern blot o hibridacién DNA-DNA se utilizo el
método clasico (Ausubel et al, 1993). La separacion del DNA se realizé en geles de
agarosa al 0,8% (excepto en la localizacion cromosémica de CaSEC1T4, ver punto
siguiente), la transferencia se hizo monodireccional a membranas de nylon cargadadas
positivamente (Boehringer-Mannheim). Para el marcaje de la sonda y su posterior
detection se utilizd el sistema de Boehringer-Mannheim de marcaje con digoxigenina: “Dig
DNA [abeling and detection kit". El método de deteccidon utilizado fue colorimétrico en
todos los casos excepto en el experimento de la localizacidn cromosémica (ver punto
siguiente). Las enzimas de restriccién utilizadas para digerir el DNA gendmico, asi como la
sonda utilizada en cada experimento de Southern se indican en las figuras
correspondientes en el apartado de resultados. Todos los experimentos de hibridacion
DNA-DNA se realizaron en condiciones de elevada especificidad con una temperatura de
hibridacién de 68 °C.

5.8. Electroforesis de campo pulsante y localizacion cromosomica.

La preparacion de las muestras para este tipo de electroforesis ya ha sido descrita
(Gerring et al, 1991). La separaciéon de los cromosomas de C. albicans se realizd
mediante CHEF utilizando un aparato “Gene Navigator Pulsed Field System” de
Pharmacia con el electrodo hexagonal para adaptarlo al sistema CHEF. Las condiciones
de separacion utilizadas fueron: 80 V (pulso de crecimiento lineal de 120 segundos a 480
segundos durante 36 h y otro pulso de crecimiento lineal de 480 segundos a 900
segundos durante 48 horas).

Para la localizacion cromosémica del gen CaSEC74 los cromosomas separados
mediante electroforesis de campo pulsante se transfieren e hibridan con una sonda, al
igual que en cualquier otra hibridacién DNA-DNA. En nuestro caso, el Dr. F. Navarro nos
cedid una membrana a la cual ya se habian transferido los cromosomas de las cepas
1001, 1006 y WO-1 de C. albicans. Esta se hibridé con una sonda formada por un
fragmento EcoRI-EcoRl de 2.1 kb que incluye casi todo el ORF de CaSEC74 y que
coincide con el inserto de plY1. La deteccion se realizd en este caso por
quimioluminescencia (con los reactivos del “Dig DNA labeling and detection kit" de
Boehringer-Mannheim) por ser este sistema mas sensible que la colorimetria. La tecnica
de separacion de cromosomas y los mapas cromosomicos de distintas cepas de
C. albicans que ayudan a la interpretacién de los resultados han sido descritos
anteriormente (Chu et al.,, 1993; Magee et al., 1988; Navarro-Garcia ef al., 1995a).

5.9. Wenstern blot.

Para la obtencién de los extractos celulares de las cepas de C. albicans y
S. cerevisiae se utilizé el método descrito en “Current protocols in molecular biology” que
utiliza bolas de vidrio para la rotura de las células (Ausubel ef al., 1993).

La técnica de Wenstern blof, o hibridacién proteinas-anticuerpos, se realizé como
se describe en “Molecular cloning: a laboratory manual” (Sambrook et al, 1989). Para la
electroforesis se wutilizd el sistema vertical Protean Il de Bio-Rad y se utilizé un gel de
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poliacrilamida al 10%. Se utilizaron 400 ug de cada uno de los extractos, medidos con un
espectrofotdmetro a 280 nm. La transferencia se realizé con la cubeta “Trans-Blot Cell” de
Bio-Rad que utiliza un sistema humedo y [a proteinas se tranfirieron a una membrana de
nitrocelulosa ("Hybond” ECL). La detecién se realizé por el sistema quimioluminiscente
ECL detection (Amersham. Life Science) que utiliza segundos anticuerpos conjugados
con peroxidasa.

Los anticuerpos utilizados para la hibridacién con Sec14p (de C. albicans vy
S. cerevisiae) fueron anticuerpos policionales anti-Sec14p de S. cerevisiae cedidos por el
laboratorio del Dr. V. Bankaitis.

5.10. Mutagénesis dirigida.

Se utilizé el método de introduccién de mutaciones puntuales mediante PCR que se
describe en “Current Protocols in Molecular Biology” (Ausubel ef al., 1993). Se disefaron 2
oligonucledtidos: @ OLIMUT19: introduce la misma mutacion que en SEC74 de
S. cerevisiae le produce, a esta levadura, un fenotipo termosensible (tabla VIl y figuras 24
y 26) y amplifica una banda de 151pb con M13RP utilizando para ello como molde pLU2; y
@ OLI3: (tabla VIl y figuras 24 y 26) que amplifica una banda de 2,1kb con el M13UP
sobre el mismo plasmido. Las bandas resultantes de la amplificacién se trataron con
Kienow, para eliminar las adeninas libres del inicio de los productos de PCR, dejando asi
extremos romos y se cortaron con Hindlll y EcoRl, respectivamente, para su posterior
subclonacion simultanea en pUC19 cortado con las mismas enzimas (figura 26). Con esta
estrategia se trataba de conseguir un plasmido idéntico a pLU2 excepto por la mutacion
puntual que habriamos introducido de forma dirigida.

5.11. Analisis de fragmentos pequefios de DNA en geles de
poliacrilamida.

Los geles de poliacrilamida para analizar fragmentos pequenos de DNA se
realizaron segun un protocolo descrito anteriormente (Sambrook et al, 1989). El
porcentaje de acrilamida utilizé en los geles de estos experimentos fue del 13,5 %. Una
cantidad 10 veces mayor a la utilizada normalmente en los analisis de restriccion de cada
uno de los plasmidos se digirio con las enzimas de restriccion Syl y BamHI y se tratd,
simultaneamente, con RNAasa. El gel corrié a 44 v durante toda la noche y se tifd con
bromuro de etidio para su observacion.

6. INTERRUPCION DE GENES DE C. albicans.

Para la interrupcion del gen CaSECT4 de C. albicans se utilizé el sistema descrito
por los Drs. Fonzi e Irwin (Fonzi y Irwin, 1993). Se modificd ligeramente el proceso seguido
para forzar la expulsién del marcador CalURA3 y seleccionar, posteriormente, las cepas
con fenotipo Ura-. Una de las modificaciones es [a incubacidén de la cepa, en la que se
fuerza la expulsion, durante 48 h previas al la siembra en medio con 5-FOA, en YED
liquido suplementado con uridina. También se varié la concentracion de 5-FOA (se usé a
0.5 mg/ml) y de uridina (se utilizd a 25ug/mi) en el medio de seleccion de los clones Ura-.
Este medio fue SD+mezcla de aminoacidos sin uracilo+5-FOA+uridina.
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Los distintos pasos seguidos a lo largo de todo el proceso de interrupcion se
comentan en los resultados.

7. EXPERIMENTOS DE INTERCAMBIO DE PLASMIDOS.

S. cerevisiae CTY588 que se transformo con distintos plasmidos con el gen URA3
como marcador y se forzo la expulsion del plasmido pCTY11, con marcador LEU2, que
porta esta cepa.

Para forzar la expulsion de pCTY11 un transformante Ura+, con ambos plasmidos,
se crecio en el medio liquido adecuado con doble cantidad de leucina y carente de uracilo
(también se anadi¢ al medio triple cantidad de adenina). Se mantuvo el crecimiento en
fase exponencial durante 5 dias, para lo que se realizaron diluciones diarias del cultivo
(50ul de cultivo en 75ml de medio nuevo). Posteriormente, se sembraron
aproximadamente 1800 células, en 3 placas del mismo medio en el que estaba creciendo,
y, tras incubarias el tiempo necesario para que las colonias alcanzaran el tamafo
adecuado, se replicaron en medio carente de leucina. Se seleccionaron aquellas colonias
con fenotipo Leu-.

8. SEGREGACION MEIOTICA.

Se realizd en cepas obtenidas de la transformacién del diploide de S. cerevisiae
CTYD2. La segregacion de caracteres tras la esporulacion de estas estirpes se llevod a
cabo mediante micromanipulacion. El micromanipulador utilizado es un modelo Leitz
acoplado a un microscopio Wiid Heerbrugg. La esporulacion se realizé creciendo las
estirpesen medio de preesporulacion (MPE) durante 24 h y la posterior incubacion de
éstas en medio de esporulacion (ME) durante 14 dias a 24 °C. La recuperacion de las
esporas se llevaba a cabo sobre {dminas finas de agar YEPD fabricadas
sobrecubreobjetos de 24.36 cm.
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1. CLONACION DE GENES DE C. albicans QUE COMPLEMENTAN
LA MUTACION sec14' DE S. cerevisiae.

Una de las estrategias mas utilizadas para clonar genes de C. albicans es la
complementacion de mutantes de S. cerevisiae con defectos en el gen de interés (Pla et
al., 1996). Con el objeto de comprobar si existia en el genoma de C. albicans de gen
homélogo funcional al gen SEC74 de S. cerevisiae y, en su caso, clonarlo, se traté de
complementar el fenotipo termosensible del mutante de secrecion de S. cerevisiae CTY1-
1A (sec14™) con una genoteca gendmica de una cepa silvestre de C. albicans (C. albicans
1001) en el plasmido multicopia YEp352. Era de esperar que si realmente existia el
homdlogo a SEC14, a pesar de ser un gen heterélogo, en un plasmido multicopia pudiera
complementar el defecto de crecimiento de la cepa CTY1-1A a 37 °C.

1.1. Estudio de las caracteristicas fenotipicas del mutante CTY1-1A
de S. cerevisiae.

Antes de proceder a la transformacion del mutante CTY1-1A, se comprobaron sus
caracteristicas fenotipicas.

Se estudid su fenotipo termosensible midiendo la capacidad de crecimiento tanto
a 24 °C como a 37 °C. Para ello, el mismo namero de células se sembrd en distintas
placas de YED que fueron incubadas a ambas temperaturas. Aproximadamente, un 10 %
de las células presentaba cierio crecimiento a 37 °C, llegando a formar colonias que
siempre eran de un tamaiio menor que el de las colonias crecidas a 24 °C. La observacion
de que un porcentaje de células tan elevado podia presentar cierto crecimiento a la
temperatura restrictiva llevé a decidir que las condiciones de seleccidon de los
transformantes del posterior rastreo con la genoteca deberian ser muy restictivas, por lo
que dicha seleccién se realizaria directamente a 37 °C. También se buscaron posibles
criterios complementarios para discernir entre los transformantes reales y los posibles
falsos positivos. Estos criterios fueron:

-Lisis celular a 37 °C. Se analiz6 mediante la valoracion de la enzima intracelular
fosfatasa alcalina en medio sélido. Las colonias del mutante sembradas en SD+BCIP e
incubadas a 37 °C, en caso de que consiguieran crecer, a los 4 dias presentaban una
coloracién azul producida al hidrolizarse el BCIP por la fosfatasa intracelular. A diferencia
de las anteriores, las colonias de una cepa silvestre de S. cerevisiae (TD28) crecidas en
las mismas condiciones presentaban una coloracién totalmente blanca. Esto indica que,
aunque cierta proporcién de las células del mutante CTY1-1A puede comenzar a crecer a
37 °C, después de varias generaciones estas células se lisan. Mediante este ensayo seria
posible distinguir entre colonias del mutante termosensible y aquellas en las que dicha
mutacion se encuentre complementada.
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-Bloqueo en la secrecién de proteinas a 37 °C. Utilizamos como criterio la diferencia
en la secrecion de exoglucanasa (medida en YED solido con sobrecapa de MUG) entre el
mutante y la cepa silvestre TD28, a dicha temperatura. Aunque el método de deteccién no
permite cuantificar, se observé una reduccién de la sefial producida por el mutante con
respecto a la producida por la cepa parental, lo que también pemmitiria discemir claramente
entre las colonias mutantes y aquellas con el fenotipo complementado por aigin gen de la
genoteca.

1.2. Condiciones de electroporacion.

Como método de transformacion para rastrear el mutante sec74® con |la genoteca de
C. albicans se eligié la electroporacién. Con este método se obtienen frecuencias muy
elevadas de transformacién y es relativamente sencillo consegir el nimero de transformantes
necesario para representar toda una genoteca.

Previamente al rastreo, se llevé a cabo una electroporacion preliminar para ajustar las
condiciones del pulso eléctrico de manera que la eficiencia fuera lo mas elevada posible. Se
realizaron pruebas utilizando las siguientes condiciones:

-Resistencia de 186 Q. Descrita anteriormente para rastreos en S. cerevisiae
(Navarro-Garcia ef af., 1995).
-Voltaje desde 500 V hasta 1900 V a intervalos de 100 0 200 V.

El namero de transformantes obtenido con igual cantidad de DNA transformante
(una pequena alicuota de Ia genoteca) fue aumentando desde 2 colonias (500 V) hasta
570 colonias cuando el pulso eléctrico aplicado fue de 1400 V, y volvié a disminuir al
continuar incrementando el voltaje aplicado. De esta manera, se comprobé que 1400 V
era el voltaje mas adecuado y que en estas condiciones (186 Q, 1400 V y 5 ms de

duracién del pulso eléctrico) se obtenian aproximadamente 10° transformantes por pg de
DNA.

1.3. Rastreo del mutante CTY1-1A con una genoteca de C. albicans.
Clonacion de pLM1, pLM13, pLM15 y pLM19.

La cepa CTY1-1A se transformé con la genoteca gendémica de C. albicans 1001. Los
transformantes fueron incubados directamente en medio selectivo y a la temperatura restrictiva
de 37 °C (excepto pequefas alicuotas de la transformacion incubadas a 24 °C para poder
estimar el numero de transformantes obtenidos). De esta forma, se seleccionaron, de entre las
423.000 colonias rastreadas, 38 clones que crecieron a 37 °C entre el 3* y 6° dia de
incubacion.

Los plasmidos de los 38 transformantes se extrajeron mediante bolas de vidrio y se
amplificaron en E. cofi mediante el método de Hanahan o electroporacion. Siete plasmidos,
denominados plLM1, pLM13, pLM15, pLM19, pLM23, pLM25 y pLM27, fueron analizados
inicialmente. En primer lugar, mediante sus patrones de restriccién, se comprobd que todos
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ellos portaban inserto. Posteriormente, se estudié si dichos insertos complementaban
realmente el fenotipo termosensible mutante CTY1-1A, para lo cual este mutante se
retransformé con dichos plasmidos. Las placas de la retransformacion fueron incubadas
directamente a 37°C y se obtuvieron los siguientes resultados:

pLM1: A los 3 dias se observaban colonias muy grandes.

pLM13, pLM15 y pLM19: A los 5 dias se observaban colonias menores que las
anteriores.

pLM23, pLM25 y pLM27: no se observé crecimiento.

El andlisis de restriccion de los plasmidos que complementaban el fenotipo
termosensible de CTY1-1A (pLM1, pLM13, pLM15 y pLM19) con la enzima Hindll, permiti6
comprobar que los insertos de pLM13, pLM15 y pLM19 correspondian a regiones solapantes
del genoma, por lo que podia tratarse de un solo gen que estuviera suprimiendo el defecto de
crecimiento en los tres casos. El patron de restriccion del plasmido pLM1 indicaba que se
trataba de una zona diferente del genoma vy, por tanto, portaba un segundo gen que también
complementaba la mutacién. Estos resultados concordaban perfectamente con el distinto
grado de complementacion del mutante termosensible (indicado por la diferente velocidad de
crecimiento observada anteriormente) de los distintos plasmidos seleccionados (figura 11).

Debido a que los datos indicaban que habiamos clonado, al menos, dos genes que
complementaban la mutacion sec14" de S. cerevisiae, se profundizé en el estudio de sus
caracteristicas.

La elevada capacidad de complementacion de pLM1 sugeria que, probablemente,

portaba el gen homoélogo a SEC14 de S. cerevisiae, mientras que en los otros tres plasmidos
podria haber un gen supresor en multicopia de la mutacion sec14°.
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2. CaSEC14: CARACTERIZACION, SECUENCIACION Y ESTUDIO
FUNCIONAL.

2.1. Mapa de restriccion y estudio la complementacion de diversos
fragmentos del inserto de pLM1.

BamHlI BamHI*
HindllI* Hindill Spel
PLASMIDOS COMPLEMENTACION
DE CTY1-1A
pLM1 +
pLMia -
pLM1b
pCEN1
pLY1
= (.50 kb

‘porta cada uno de ell

Se realizé un analisis de restriccion del plasmido pLM1 para localizar en su inserto de
8 kb el ORF que le conferia la capacidad de complementacién del fenotipo termosensible del
mutante CTY1-1A. De esta forma, se localizé una diana Hindlll que dividia el inserto en dos
fragmentos de 4 kb cada uno y que se utilizoé para construir los plasmidos pLM1a y pLM1b. El
estudio de la capacidad de estos nuevos plasmidos de complementar el mutante permitio
comprobar que ninguno de ellos continuaba complementando el fenotipo termosensible. Esto
indicaba la probable rotura del marco abierto de lectura del gen clonado (figura 12). Para
ratificarlo, se comenzé la secuenciacion del inserto en ambas direcciones a partir de la
mencionada diana Hindlll. La secuencia de 600bp obtenida codifica un polipéptido que, al
enfrentarlo con las bases de datos (EMBL, GenBanK), mostré un 77 % de homologia con la
proteina Sec14p de K. lactis y S. cerevisiae. Este dato indicé claramente que, como se
pretendia en un principio, se habia clonado el gen de Candida albicans homdlogo al gen
SEC14 de S. cerevisiae. Este nuevo gen se llamé CaSEC14.
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2.2. CaSEC14 proviene del genoma de C. albicans.

Debido a los posibles fenomenos de recombinacién de los plasmidos de la genoteca,
tanto en el proceso de electroporacion de S. cerevisiae como en su amplificacion en E. coli, se
quiso comprobar que el gen aislado pertenecia efectivamente al genoma de C.albicans. Para
ello, mediante un experimento de hibridacion DNA-DNA con una sonda del gen clonado, se
detect6 la presencia de dicho gen en los DNAs gendmicos de C.albicans 1001 (cepa origen de
la genoteca), C.albicans CAl4 (cepa utilizada en la posterior interrupcion del gen) y
S.cerevisiae CTY1-1A (mutante complementado en el rastreo de la genoteca) (figura 13). La
mayor intensidad de las bandas obtenidas en las estirpes de C.albicans indican claramente
que el gen clonado procede del genoma de C. albicans. En S. cerevisiae aparecen dos
bandas, ambas de bastante intensidad. Este resultado no es de extrafar, ya que en el
genoma de este organismo existen dos genes muy homoélogos a CaSEC174. Estos genes son
SEC14 que se detectaria en la banda de 4 kb, que es la de mayor intensidad, y el ORF
denominado YKL097c (gen muy homdlogo a SEC74 de funcion desconocida) que se
detectaria en la banda menor. Este experimento también se realizé con DNA gendmico
extraido de E.coli MC1061 y no se detectd ninguna banda de hibridacion (no se muestra en la
figura).

4 kb —> | e
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2.3. Deteccion de un gen homélogo a CaSEC74 en el genoma de
C. albicans.

Es de destacar, que en todas las hibridaciones de DNA genémico de C. albicans en las
que se utilizaba la misma sonda EcoRI-EcoRI (que la utilizada en el experimento de la figura
13) se detectaba, en condiciones de elevada especificidad, otra banda de menor intensidad
con un tamario de 6 kb (esta banda no se observa en la figura 13 por ser de un tamafno mayor
a la zona de la membrana que aparece en dicha foto). Este dato apunta a la existencia de otro
gen cuya secuencia comparta una homologia significativa con la del gen CaSEC74. Para
corroborar esta hipétesis, el DNA gendmico de C.albicans CAl4 fue digerido con otras enzimas
de restriccion (figura 14) y, tras su hibridacién con la misma sonda, se comprob6 que se
observaba, en todos los casos, ademas de la banda correspondiente a CaSEC14, otra banda
de menor intensidad. En el caso de la digestién con Spel se observaron dos bandas de poca
" intensidad, lo que indicaba la existencia de esta diana dentro del Jocus que se detectaba. Se
podria pensar que en dicha banda se esta detectando un gen homoldgo a la zona de la sonda
que no es CaSEC14, pero en casos en que se ha utilizado una sonda constituida por una
zona intema del ORF de CaSEC14 también se detectd, ademas de la banda correspondiente
a CaSEC14, otra banda de menor intensidad (no mostrado). Esto corrobora la existencia en el
genoma de C.albicans de otro locus que compartiria una homologia de secuencia bastante
importante con CaSEC14 (figura 14; ver ademas la figura 22, ya que en ella también se
detecta y se sefiala esa segunda banda de hibridacion).
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2.4. CaSEC14 en monocopia complementa la mutacion sec?4
termosensible de S. cerevisiae.

Para ratificar que el gen clonado se trataba de CaSEC74 (como también se
comprobaria posteriormente mediante su secuenciacién) y no de un posible gen supresor
en multicopia del fenotipo termosensible, se construyd el plasmido centromérico pCEN1.
Este porta un fragmento que comprende todo el ORF del gen CaSECT4 en el vector
centromérico pYEUra3 (tabla VII). La transformacién del mutante termosensible de
S. cerevisiae permitid6 comprobar que la complementacién con una sola copia del gen de
C. albicans era igual que cuando se encontraba en un vector multicopia (pLM1), ya que
los dos tipos de transformantes crecieron a 37°C a igual velocidad (ver figura 12). Este
dato y los obtenidos posteriormente con las homologias de las secuencias indican que
CaSEC14 es el homologo del gen SEC14 de S.cerevisiae en la levadura patdégena
C.albicans.

2.5. Secuenciacion y anadlisis de la secuencia.

Con el objeto de conocer la secuencia nucleotidica del gen clonado, se realizaron
deleciones seriadas en la hebra codificante del plasmido pLU1 (ver materiales y métodos,
punto 5.4). También se disefiaron oligonucleétidos fluoresceinados (Luc1, Luc2pro,
Luc3end y Luc4; tabla VIII) para la secuenciacion de aquellas zonas de ambas hebras del
DNA que no se podian secuenciar con las construcciones obtenidas hasta el momento
(pLM1a, pLM1b, pLU1 y deleciones seriadas). De esta forma, se pudo determinar ia
secuencia de un fragmento de 1330 pb (figura 15) que contiene el gen CaSEC74. Dicha
secuencia ha sido depositada en la base de datos de secuencias de nucleétidos del EMBL
(“The EMBL Nucleotide Sequence Database" ) donde le ha sido asignado el namero de
acceso X81937.

2.5.1. Caracteristicas de la secuencia de nucleétidos,

En dicha secuencia de nucledtidos se puede observar, ademas del marco abierto de
lectura del gen CaSEC14 formado por 903 pb, las sefales propias de todos los genes de
levadura. Asi, en la zona promotora, que es muy rica en timinas, se han sefalado varias
posibles cajas TATA, ademas de una posible seftal Cap con igual secuencia que la descrita
como secuencia consenso para el factor de elongaciéon 3 (Myers et al., 1992). Hay que hacer
notar que en la secuencia de la zona 3’ después del coddn de parada, se cbserva una zona
muy caracteristica compuesta solamente de citosinas y adeninas, con la repeticion de la
secuencia de bases CA mas de 20 veces. También se pudo localizar, desde Ila base 1369
hasta la base 1403 (no mostrado en la figura 15), una secuencia de terminacion de la
transcripcion, TAG...TAGT...TTA, igual a la descrita para el gen TMP71 de C. albicans (Singer et
al., 1989) y que corresponde con la secuencia consenso propuesta por Zaret y Sherman (Zaret
y Sherman, 1982).

A diferencia del gen SEC14 de S. cerevisiae, en CaSEC14 no se observan sefiales de
procesamiento de intrones, indicando que el gen de C. albicans carece de ellos.
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TATCTTAGTTAATCTTTTTTCTATTATCTACTACTACAAAACATATTTGAGTTTTCAATC 60

TTTTTAGTTTGTETGTTTTCTTTTTTT T TTTGCCTT GTTCTTTTCACACACACACAGTAGA 120

CACACCCACACAGTTTCAACTTTCATTGCTTTTTTTTCTTTGCTTTCTGTTTTTTTTTTT 180

TTICAATATCCTCTCTTTTTTTCCCTTTCTTCTTTATAARACTTGTT TATTCCTGTTGTA 240

TTTTCAAAAT TGATTTATATATCATCT TTTATTTGGATACACAATTTTGATAATATATAG 300

TCCTATCTCATCCCATCTTTTGCCATTCTCATCCCATCCCACTAAATGACTACGATGACT 360
M T T M T

ACTGAAGAAATATTGGCTTCTTATCCACAAATCACCGCTCCAACCGATCARACAGGTTAC 420
T EE I L A S Y P Q I T A P T D @ T G Y

ACATCAAATTTAACACCTGAACAAAAAACCACTTTAGATATATTCAGACAACAATTAACT 480
T S N L T P E ¢ K T T L D I F R @ @ L T

GAATTGGGTTATARAGACAGATTAGAT GATGCATCACTTTTAAGATTTCTTAGAGCAAGA 540
E L. ¢& ¥ K D RULUD DA S L L R F L R A R

AAATTTGATATTCAAAAAGCTAT TGATATGTTTGTAGCT TGTGAAAAATGGAGAGAAGAT 600
K F DI ¢ KA I D MF V A CE XK WUR E D

TTTGGTGTTAATACCATTTTAAAAGATTTCCATTATGAAGAARAACCCATTGTTGCTAAA 660
F 6 vV N T I L K D F HY EE EIE K P I V A K

ATGTATCCAACTTATTATCATAAAACTGATARAGATGGTCGTCCAGTTTATTTTGAAGAR 720
M Y P T ¥ ¥ H K T D K D ¢ R P V ¥ F E E

TTGGGTAAAGTTGATTTAGTGAARAAT GTTGAAAATCACTACT CAAGAACGTATGCTTAAA 780
L ¢ K vV D L VvV X M L K I T TTOQQZERM UL K

AACTTGGTATGGGAATAT GAAGCCATGTGTCAATATCGTTTACCTGCATGTTCAAGAAAA 840
N L VvV W E Y E A M C Q Y R L P A C 3 R K

GCTGGTTATTTAGTGGAAACTTCTTGTACTGTGTTAGATTTACTGGGTATTAGTGTGACT 900
A G Y L VvV E T 85 C T VvV L D 1L £ 6 I &8 Vv T

TCAGCTTATAATGTCATTGGTTATGT TAGAGAAGCTTCAARAATTGGTCAAGATTATTAT 960
5 A°Y N V I G Y V R E A S K I GG Q D Y Y

CCAGAAAGAATGGGTAAATTTTATTTGAT TAATGCTCCATTTGGGTTTTCTACTGCATTT 1020
P E R M G K F ¥ L I N A P F G F S T A F

ARATTATTTAAACCATTTTTGGAT CCAGTGACTGTTTCTAAAATTCATATTTTAGGTTAT 1080
K L ¥F K P F L D P V TV 5§58 K I H I L G Y

AGTTATAAAAARGAATTATTGAAACAAATCCCACCTCAARATTTACCAGTCAAATTTGGT 1140
5 ¥ K K E L L K ¢ I P P @ N L P V K F G

GGTATGTCAGATGTTTCTGAT GACGAT T TATTATTARRAGATGTTGGTCCTTGGAGAGAT 1200
¢ M s DV 5 D DD L L L KDV G P W R D
\
CCAGAATTCATTGGTCCAGAAGGTGAATGTCCTAGAGCTTATAACATTTAATCATATACA 1260
P E F I G P E G E C P R A Y N I -

CGTACACACACACAAACATACATACACCAACACACACACACACACACCACGCACACCACA 1320
CACAAGCACC 1330
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CaSecldp MITTMTTEEILASYPQITAPTDQTGYTSNLTPEQKTTLDIFRQQLTELGYK 50
ScSecldp MVTQOEKEFLESYPONCPPDALPGTPGNLDSAQEKALAELRKLLEDAGFI 50
CgSecldp MVS——-EAEFLASYPOKCPAGSLPGTPGNTDEAQEGALKQLRSELEAAGFK 48
KlSecldp MVSEQE--ILESYPQVCPSGSLSGTPGNLDSEQEAKLKEFRELLESLGTK 48
YKJ1p MIT---—-SILDTYPQICSPNALPGTPGNLTKEQEEALLOQFRSILLEKNYK 46
SpSecldp M=---SETISDPYPLTNPNAPL-GHPGHLNSTQQATLDSMRLELQKLGYT 45
* - --** * . * LI ) - -*- * -* * -
CaSecldp DRLDDASLLRFLRARKFDIQOKAIDMFVACEKWREDFGVNTILKDFHYE-- 98
ScSecldp ERLDDSTLLRFLRARKFDVQLAKEMFENCEKWRKDYGTDTILQDFHYD—— 98
CygSecldp ERLDDSTLLRFLRARKFDVALAKEMFENCEKWRKEYGTNTIMQDFHYD-- 96
KlSecldp ERLDDSTLLRFLRARKFDLEASKIMYENCEKWRKEFGVDTIFEDFHYE—— 96
YRKJ1lp ERLDDSTLLRFLRARKFDINASVEMEFVETERWREEYGANTIIEDYENNKE 96
SpSecldp ERLDDATLLRFLRARKFNILOQSLEMFIKCEKWRKEFGVDDLIKNFHYD—— 33
. .****_.**********.._ . *_ *.**.'-i— .........
CaSecldp ——-——EKPIVAKMYPTYYHKTDKDGRPVYFEELGKVDLVEKMLKITTQERML 144
ScSecldp -——=-EKPLIAKFYPQYYHKTDKDGREFVYFEELGAVNLHEMNKVTSEERML 144
CgSecldp -—-—-—-EKPLVAKYYPQYYHKTDKDGRPVYFEELGAVNLTEMEKITTQERML 142
Klsecldp ~——-—ENTLVAKYYPQYYHKTDNDGRPVYIEELGSVNLTOMYKITTQERML 142
YKJlp AEDKERIKLAKMYPQYYHHVDKDGRPLYFEELGGINLKKMYKITTEKQML 146
SpSecldp ————EKEAVSKYYPQFYHKTDIDGRPVYVEQLGNIDLKKLYQITTPERMM 139
*. ._* * Kk .**._* ****.* *.** ‘.* .. ..*. ..*.
CaSeclip KNLVWEYEAMCQYRLPACSRKAGYLVETSCTVLDLSGISVTSAYNVIGYV 194
ScSecldp KNLVWEYESVVQYRLPACSRAAGHLVETSCTIMDLKGISISSAYSVMSYV 194
CgSecldp KNLVWEYESVVNYRLPACSRAAGYLVETSCTVMDLKGISISSAYSVLSYV 192
Klsecldp KNLVWEYEAFVRYRLPACSRKAGYLVETSCTILDLKGISTSSAAQVLSYV 192
YKJ1p RNLVKEYELFATYRVPACSRRAGYLIETSCTVLDLKGISLSNAYHVLSYI 196
SpSecldp ONLVYEYEMLALKRFPACSRKAGGLIETSCTIMDLKGVGITSIHSVYSYT 189
_*** * % % h kkkkk kK *_*1\-***"**'* ..... * .*_
CaSecldp REASKIGQDYYPERMGKFYLINAPFGFSTAFKLFKPFLDPVTVSKIHILG 244
ScSecldp REASYISONYYPERMGKFYIINAPFGFSTAFRLFKPFLDPVIVSKIFILG 244
CgSecldp REASYISQNYYPERMGKFYLINAPFGESTAFRLFKPFLDPVIVSKIFILG 242
KlSecldp REASNIGONYYPERMGKFYLINAPFGFSTAFRLTKPFLDPVTVSKIFILG 242
YKJ1lp KDVADISQNYYPERMGKFYITHSPFGFSTMFKMVKPFLDPVTVSKIFILG 246
SpSecldp ROASSISQODYYPERMGKFYVINAPWGFSSAFNLIKGFLDEATVKKIHILG 23%
e e *.*_**********.*..*.***. *__ * *k*k .**_** LR
CaSecldp YSYKKELLKQIPPONLPVKFGGMSDVSD--DDLLLKDVGPWRDPEFIGEE 292
ScSecldp SSYQKELLKQIPAENLPVKFGGKSEVDESKGGLYLSDIGPWRDPKYIGPE 294
CgSecldp SSYQSELLKQIPAENLPSKFGGKSEVDEAAGGLYLSDIGPWRDAKYIGPE 292
KlSecldp SSYQKDLLKQI PAENLPKKFGGQSEVSEAEGGLYLSDIGPWREEEYIGPE 292
YKJ1p SSYKKELLKQIPIENLPVKYGGTSVLHNPNDKEFYYSDIGPWRDPRYIGPE 296
SpSecldp SNYKSALLEQIPADNLPAKLGGNCQ——-CPGGCELSDAGPWHEEQWMN —— 284
_*.__**_*** .*** * k% . . .* ***_. e .
CaSecldp GECPRAYNI--———- 301
ScSecldp GEAPEAFSM-~~~K 304
CgSecldp GEAPEMFSM--—--K 302
KlSecldp GEAPKAFQL————— 301
YKJ1p GEIPNIFGKFTVTS 310
SpSecldp @ —————mme———— KN 286
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2.5.2. Caracteristicas de i 1 !

CaSEC14 codifica una proteina de 301 amincéacidos, con un peso molecular tedrico de
34,7 kDa, que comparte un elevado grado de homologia con todas las proteinas Sec14p de
otras levaduras descritas hasta la fecha (figuras 16 y 17). Asi, comparte una identidad de
67,8 % con Sec14p de S. cerevisiae, de 67,7 % con la proteina de K. Jactis, de 66,8 % con la
misma proteina de Candida glabrata y de 62,7 % con los 300 residuos del extremo amino-
terminal de Sec14p de Y. lipolytica (esta proteina presenta, ademas de la zona homéloga al
resto de las proteinas Sec14p, 197 residuos en el extremo caboxi-terminal sin homologia ni
funcion descritas (Lopez ef al., 1994)). CaSeci4p también presenta una elevada homologia
(59,8 %) con una proteina hipotética, YKJ1p, codificada por el marco abierto de lectura
YKLO917c de S. cerevisiae, cuya funcidn no es conocida en la actualidad, y con Sec14dp de
Schizosaccharomyces pombe (54,9 %). La dos proteinas humanas mas semejantes a
CaSec14p son la proteina de transferencia de a-tocoferol y la de unién a retinaldehido, con
porcentajes de identidad muy bajos en ambos casos (8 % y 6 % respectivamente). Todos
estos porcentajes de identidad han sido obtenidos mediante el programa BLITZ, que para
realizar los porcentajes tiene en cuenta la homologia a lo largo de toda la proteina.

CaSeci14p 100
—— ScSecl4p 67.8
CgSeci4p 66,8
KiSec14p 67.7

YiSec14p (300 aa) 62,7

YKd1p (YKLO9TC) 59,8

SpSecidp 54,9

Muy recientemente se ha secuenciado un gen humano, al que se ha denominado
SEC14L porque comparte cierta homologia con SEC14 de S. cerevisiae (Chinen et al,, 1996).
La proteina codificada por este gen es mucho mayor (715 aa) que las proteinas Sec14p de las
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distintas especies de levadura y el porcentaje de homologia compartido con CaSEC14
(obtenido con el BLITZ) es muy bajo (6 %). Una zona de la proteina codificada por SEC14L
comparte una homologia algo mayor tanto con Sec14p de S. cerevisiae (29,3 % en 256
aminoacidos) como con [a proteina de unién a retinal de calamar (29,4 % en 269 aa) (Chinen
et al, 1996). Esta ultima proteina une ligandos hidrofébicos y su funcién es el transporte
intracelular de retinoide en células fotorreceptoras (Chinen ef al.,, 1996). Al comparar la zona
de 222 aa de Sec14Lp con mayor parecido a las proteinas Sec14p (desde el aa numero 247
al aa numero 469) con las bases de datos, se han obtenido, entre otros, los siguientes
porcentajes de homologia: 61,7 % con una hipotética proteina de Caenorhabditis elegans
(ORF YNO2), 24 % con la proteina de unién a retinal de calamar, 20,5 % con Sec14p de
S. cerevisiae y 18,9 % con Sec14p de C. albicans.

Con respecto al codigo genético utilizado en la traduccion del CaSEC 74 a proteina, hay
que destacar que el codén CTG que codifica el amimoacido 180 se traduciria por leucina,
segun el cadigo genético universal, pero que en C. albicans (Leuker y Emst, 1994; White et af,,
1995) y C. cylindracea (Kawaguchi ef al,, 1989; Yokogawa ef al., 1992) se traduce por serina
(ver figura 15). Esto podria suponer un problema si se necesitara expresar esta proteina en
organismos heterdlogos.

El perfil hidrofébico de CaSec14p no muestra secuencia sefal de entrada en la ruta de
secrecion, ni dominios transmembrana, lo que apunta a una localizacién posiblemente
citosdlica como en el caso de la proteina de S. cerevisiae en que se trata de una proteina
citosdlica con una fraccién asociada a membranas del aparato de Golgi (Cleves et al., 1991).

sa J

48

e
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2.6. Dispensabilidad del extremo carboxiterminal.

El inserto EcoRI-EcoRI del plasmido pLY1 (que es el mismo inserto que el de
pLU1; tabla VIl y figura 12) fue elegido para realizar sobre él las deleciones seriadas para
la secuenciacion de CaSEC174. Esto se debié a que pLY1 era el plasmido que portaba el
inserto de menor tamafo capaz de complementar el defecto de crecimiento a 37 °C de
S. cerevisiae CTY1-1A. Una vez secuenciado el gen, se pudo observar que el punto de
corte de la enzima de restriccion EcoRI se encontraba dentro del ORF de CaSEC14 (ver
figuras 12 y 15). Esto implica que la proteina codificada por pLY1 carece de los 13
aminoacidos del extremo carboxiterminal de CaSec14p y, aun asi, en un plasmido
multicopia complementa el defecto de crecimiento del mutante termosensible. Estos datos
indican que el extremo carboxiterminal de la proteina es dispensable para su funcién, al
menos en las condiciones ensayadas.

2.7. CaSEC14 en multicopia puede sustituir a la funcion de SEC14
en S. cerevisiae.

Para obtener mas informacién sobre la homologia funcional existente entre las
proteinas codificadas por los genes SEC14 de C. albicans y S. cerevisiae se comprobd si
CaSEC14 era capaz de sustituir la funcién def gen homologo en S. cerevisiae.

Se realizé un experimento de intercambio de plasmidos en la estirpe de
S. cerevisiae CTY588 (MATa ade2 ade3 leu? Ahis3 ura3-52 sec14A1::HIS3HCTY11). El
plasmido pCTY11, que porta dicha cepa, estd formado por un vector episémico de
S. cerevisiae y los genes LEU2, ADE3 y SEC14 de esta misma especie.

S. cerevisiae CTY588 se transformé con pLM1 (tabia VII) para comprobar si podia
sustituir a pCTY11. Un transformante con fenotipo Ura+ y que, por tanto, llevaba ambos
plasmidos (SSCO01, tabla V), fue utilizado para forzar la expulsién del plasmido pCTY11
(ver materiales y métodos, punto 7). Se obtuvieron colonias Leu- de las cuales,
posteriormente, se extrajo el plasmido que portaban y se ratifico que se trataba de pLM1.
La estirpe obtenida, en la cual se habia intercambiado pCTY11 por pLM1, se denomind
SSC11 (tabla V).

El hecho de que haya sido posible obtener la cepa SSC11 es una prueba
concluyente de que CaSEC74 en multicopia es capaz de sustituir la funcion del gen
SEC14 de S. cerevisiae, ya que la copia cromosémica de dicho gen se encuentra
delecionada en dicha cepa y su funcién es esencial para la viabilidad de la levadura.
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2.8. Localizacién cromosémica del gen CaSEC14.

Se estudié en qué cromosoma de C. albicans estaba localizado el gen CaSEC14.
Para ello, los cromosomas de distintas cepas fueron separados mediante electroforesis de
campo pulsante tipo CHEF y transferidos a una membrana que posteriormente se hibridé
con una sonda de dicho gen. Las cepas utilizadas fueron C. albicans 1001, 1008, y WO-1,
debido a que existian mapas fisicos de su organizacién cromosémica (Chu et al.,, 1993;
Navarro-Garcia et al., 1995a).

CaSEC14 hibrida con el cromosoma 5 de C. albicans 1006 (no mostrado) y de
C. albicans 1001, asi como con los cromosomas 2 y 4 de C. albicans WO-1 (figura 19).
Esta dltima cepa tiene ciertas reorganizaciones cromosémicas con respecto a C. albicans
1006 y, segun el mapa de Chu y colaboradores (Chu et al., 1993; Navarro-Garcia et al.,
1995a), el fragmento del cromosoma 5 de la cepa 1006 que se encuentra en los
cromosomas 2 y 4 de la cepa WO-1 se denomina 5M. Se puede concluir que CaSEC14
se encuentra localizado en el fragmento cromosémico 5M de las cepas C. albicans 1006 y
C. albicans 1001, y en los cromosomas 2 y 4 de C. albicans WO-1.

<— Crom. 2

<— Crom. 4

Crom. 5 —

2.9. Delecién del gen CaSEC14 en C. albicans.

Para profundizar en el estudio de la funcién de CaSEC714 en C. albicans se planted
realizar la interrupcion del gen para, posteriormente, analizar los efectos fenotipicos que su
carencia produjera en este microorganismo. El desarrollo de un sistema de interrupcion génica
en C. albicans, por los doctores Fonzi e Irwin (Fonzi y Irwin, 1993), ha supuesto un gran
avance que permite abordar el estudio funcional del elevado numero de genes de esta
especie que estan siendo clonados.
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El mencionado método de interrupcion consiste en el uso de una construccion genética
formada por el marco abierto de lectura del gen de interés, en el que se han introducido dos
copias del gen hisG de Salmonella typhimurium a ambos lados del marcador de seleccion
(CaURA3J) (figura 20). En una primera transformacion de la cepa CAl4 (Ura-} con dicha
construccion de interrupcion, un alelo del gen de interés es sustituido por ésta. De entre los
transformantes se seleccionan aquellos en que la integracién se haya producido en el lugar
esperado. En uno de éstos se fuerza la expulsion del marcador Cal/RA3 mediante su
incubacion en un medio carente de presion selectiva, es decir con uracilo, y en 5-FOA
(antimetabolito que solo permite crecer a las estirpes Ura-), se seleccionan aquellos clones en
los que haya producido dicha expulsion. Esta puede producirse mediante dos tipos de
recombinacion diferentes:

A) Recombinacién intracromosémica: recombinacion entre las dos copias del gen
hisG situadas a ambos lados del marcador de interrupcién. Se elimina una copia del gen hisG
y el gen CalURA3 y queda uno de los alelos del gen interrumpido con hisG.

B} Recombinacion intercromosémica: recombinacion de las zonas flanqueantes a
hisG-CaURA3-hisG con las zonas homélogas del alelo silvestre. Se recupera el genotipo
parental.

De las cepas Ura- obtenidas, se seleccionan aquellas en las se haya producido
recombinacion intracromosémica. Una de estas estirpes, se vuelve a transformar con la misma
construccién de interrupcion que en el primer paso. Entre los transformantes, hay que elegir
aquellos en que ambos alelos del gen se encuentren interrumpidos, ya que es posible que en
esta segunda transformacién se vuelva a producir la recombinacién en el alelo previamente
interrumpido. En los clones elegidos, se puede volver a forzar la expulsién del gen CaURA3 y
recuperar, en 5-FOA, el fenotipo Ura-.

Para la interrupcion del gen CaSEC14 se construyd €l plasmido pLIS4 (tabla VII). En
dicha construccion parte del ORF de CaSEC 14 (fragmento Avalll-BamHI) fue reemplazada por
la construccion hisG-CaURAS3-hisG, manteniendose a ambos lados de ésta una zona
homéloga al DNA gendmico del locus CaSEC14 mayor a 1 kb. Esta zona es necesaria
para permitir una buena recombinacion homéloga con el DNA genomico de la cepa que se
transforma. pLIS4 cortado con la enzima de restriccion Spel (para generar extremos
homoiogos al DNA genémico que permitieran la recombinacion con éste en el lugar
adecuado) fue el DNA utilizado para transformar la cepa CAl4.
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2.9.1. Interrupcién de un alelo del gen.

C.albicans CAl4 se transformo integrativamente con la construccién que procedia de la
digestion del plasmido pLIS4 con la enzima de restriccion Spef (representada en la figura 20).
De los transformantes URA+, ocho fueron analizados por PCR con los oligonucledtidos Isec
(secuencia homologa al DNA gendmico cercano a donde se deberia producir la integracién y
exterior a el) y Ohg1 (situado en hisG) (figura 21 y tabla VIll). De estos clones, seis
amplificaron una banda de 1,6 kb que no aparecia en la cepa CAl4 y que era del tamano
esperado si el proceso de integraciéon se habia producido en el sitio correcto. Por tanto, en
estos transformantes un alelo de CaSEC74 se encontraba interrumpido con hisG-Cal/RA3-
hisG. De este resultado se puede concluir que el proceso de delecién del primer alelo se ha
producido con una frecuencia de un 75 %. De los clones delecionados, se eligié el niumero 11,
al que se le denomindé CNC20 (situacion 2 en figura 20), para continuar el proceso de
interrupcion.

Seguidamente, se forzé la expuisién del gen CalURAS3 en la estippe CNC20. Para esto,
CNC20 fue incubado durante muchas generaciones en un medio rico, con doble
concentracion de uracilo que permitiera recombinaciones en las que se perdiera el gen
CaURA3 vy, posteriomente, las células se sembraron en placas de 5-FOA donde se
seleccionaron las colonias con fenotipo Ura-. De ellas, nos interesaban aquellas que habian
sufrido una recombinacién intracromosomica y, por consiguiente, un alelo de CaSEC14 se
encontraba intermumpido por hisG. Se analizaron 10 clones por PCR, con los mismos
oligonucledtidos que en el caso anterior y, de éstos, s6lo uno, que se denomind CNC21,
seguia amplificando la banda de 1,6 kb, mientras que en {os otros se habia producido una
recombinacion intercromosémica que regeneraraba el genotipo de CAl4. CNC21 (situacion 3
en la figura 20 y figura 21A) se utilizé como cepa Ura- para continuar con el proceso de
interrupcion.

Posteriormente, se ratificd mediante hibridacion DNA-DNA que CNC20 y CNC21
portaban un alelo de CaSEC 14 interrumpido (figura 21B).

2.9.2. Transformacion para la deleciéon del sequndo alelo de CaSEC14.

Con el objeto de obtener un mutante de C.albicans homozigético en el focus CaSEC14,
C.albicans CNC21 se trasformo integrativamente con pLIS4 cortado con Spel (el mismo DNA
que el utilizado en la interrupcion del primer alelo del gen). De los transformantes obtenidos,
sesenta fueron analizados mediante hibridacién DNA-DNA con {a misma sonda que en los
experimentos anteriores. Aunque el patrén de bandas varia en alguno de los transformantes,
en ninguno de ellos desaparece la banda del alelo silvestre de CaSEC14. De esto se deduce
que no se ha logrado obtener un mutante de Candida albicans con ambos alelos del gen
inferrumpidos. La imposibilidad de obtener este mutante sugiere que, al igual que en
S. cerevisiae, CaSEC14 podria ser un gen esencial para el crecimiento de la levadura. Si este
es el caso, CaSECT4 cumpliria una de las caracteristicas primordiales para su utilizacion como
diana en el desarrollo de nuevos agentes antifungicos.
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Mediante un andlisis mas riguroso de los resultados del andlisis por Southern blot de los
transformantes obtenidos en la transformacion para la delecién del segundo alelo de
CaSEC14, se pueden observar distintos patrones de bandas (figura 22):

-En la mayoria de los transformantes, treinta y ocho clones (por ejemplo, clones 3y 4),
aparece una banda correspondiente al gen silvestre (2,1 kb) y otra al gen interumpido con la
construccién hisG-CalURA3-hisG (3,2 kb), como en el caso de la cepa CNC20. Este resultado
indica que el proceso de recombinacién ha tenido lugar en el alelo que habia sido previamente
interrumpido.

-En otros ocho clones (por ejemplo, en el clon 5), ademas de las dos bandas de la cepa
CNC20 (2,1 kb y 3,2 kb) también se detectan bandas adicionales de tamario inesperado. Esto
indica la integracién de la construccién de interrupciéon tanto en el alelo previamente
interrumpido de CaSEC 74 como en otros /oci del genoma de C. albicans.

-Otro patrén que se pudo detectar en ocho de los transformantes analizados (por
ejemplo, en los clones 2 y 9) corresponde a la integracién inespecifica del DNA transformante
en el genoma de CNC21, por lo cual, ademas de las bandas que se obtendrian si se tratara de
esta cepa (2,1 kb y 2,9 kb), se pueden observar otras bandas cuyo tamario es, en todos los
casos, mayor al de las bandas esperadas.

- ) $ &
Distintos clones analizados 629 é) 6\?‘
» 6 kb
- w . <
3,2 kb
w e _ e ibv - <
- .ﬁ - a - 8 <910
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-En el resto de los transformantes, la explicacién de los patrones de bandas que
aparecen es mas compleja. Asi, en 5 de ellos (por ejemplo, en el clon 8), se comprueba que la
recombinacion tuvo lugar en el alelo ya intemumpido al desaparecer la banda de 2,9 kb que
procedia de éste, pero, en su lugar, aparecen bandas de tamarno mayor ai esperado si se
tratara de una simple recombinacion homéloga. En el clon nimero 11 se detecta el mismo
patrén de bandas que en la cepa CNC21 que, al contrario que los tranformantes, presenta un
fenotipo Ura-.

Es de destacar que en muchos de los transformantes en los que se detectaron bandas
mayores a las esperadas, esas bandas son de 6 kb, es decir, presentan a la altura del Jocus
homdlogo a CaSEC14 que aparece en todos los clones analizados (resultados, punto 2.3 y
figura 14). Es coherente suponer que la integracién se produzca mas frecuentemente en
zonas del genoma con un determinado grado de homologia en la secuencia, que en cualquier
lugar aleatorio del DNA genémico de C. albicans.

También es posible que en algunos de los transformantes se hayan producido
fendmenos de multimerizacién de la construccién de interrupcién, de forma que se hayan
integrado varias copias de la misma que se detecten como bandas mayores al tamafho
esperado. Este fendmeno se ha descrito en el proceso de interrupcién del gen CHS2 de
C. albicans (Gow et al, 1993), en el cual, finaimente, se obtuvieron los alelos mutantes
esperados (Gow et al., 1994).

2.9.3. Andlisis fenotipico de las cepas de C. albicans con_un alelo de
CaSEC14 delecionado.

Debido a la imposibilidad de obtener el doble mutante Casec74A/Caseci4A, se
llevé a cabo un estudio fenotipico preliminar para determinar si la carencia de un alelo del
gen producia algun tipo de modificacién en los procesos vitales de C. albicans. Los
ensayos fueron realizados tanto con las cepas protétrofas (5C5314 y CNC20) como con
las auxotrofas para uracilo (CAl4 y CNC21). De esta manera, si se observara algun
fenotipo, se podria discernir si se debia a la mutaciéon en CaSEC74 o a un fondo genético
determinado.

Filamentacion:

En primer lugar, se comprobé la capacidad de filamentacion de |as distintas cepas
en suero de caballo. Se tomaron muestras a las 3, 6 y 18 horas después de la inoculacion
y no se observaron diferencias significativas entre las cepas interrumpidas y las
correspondientes cepas parentales. Este mismo ensayo se realizd en medio de Lee. Las
muestras se tomaron a las 3, 9 y 24h y se observd que en las cepas con fenotipo Ura-
(CAl4 y CNC21) la filamentacion era algo mas lenta que en las correspondientes Ura+
(SC5314 y CNC20). La comparacion entre C. albicans SC5314 y C. albicans CNC20 no
mostraba cambios significativos en el patron de filamentacién.
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Secrecion de exoglucanasa:

Como medida del estado de la ruta secretora se ensayaron las actividades de dos
enzimas secretadas al medio de cultivo a través de ella: la exoglucanasa y la fosfatasa
acida. Ambos ensayos fueron realizados en placa y en ninguno de los casos se
detectaron diferencias entre las cepas parentales y los correspondientes mutantes
heterozigoticos.

Analisis caritipico:

Para comprobar si la interrupcién de un alelo del gen CaSEC14 habia producido
alguna reorganizacion cromosoémica, los cromosomas de las cepas SC5314, CAl4, CNC20
'y CNC21 fueron separados mediante electroforesis de campo pulsante (CHEF). Se
comprobd que los mutantes con un alelo de CaSEC14 interrumpido presentan el mismo
patrén de bandas que la cepa SC5314 de la que provienen (figura 23).
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2.10. Construccion de un mutante de C. albicans sec14™.

El estudio de la funcién de SEC74 en C. albicans y de sus posibles implicaciones
en los procesos de secrecion de proteinas o de filamentacion, se encontré dificultade por
la imposibilidad de obtener un mutante de delecién homozigético. Este problema se
abordd, como en el caso de genes esenciales de otros organismos, tratando de construir
un mutante condicional, en nuestro caso termosensible. Debido a la inexistencia de
mutantes termosensibles de C. albicans obtenidos por mutagénesis dirigida, en los que se
conociera el cambio producide en la proteina para convertida en termosensible, se trato
de introducir en la proteina de Candida la misma mutacion que habia sido descrita en la
proteina Sec14p termosensible de S. cerevisiae.

La estrategia elegida fue el reemplazamiento del alelo silvestre de CaSEC714 en
CNC21 por el gen mutado mediante un proceso que se llevaria a cabo en dos pasos
secuenciales. En un primer paso de transformacion, se introduciria dentro de CNC21 un
plasmido con el gen mutado y el marcador de interrumpcién CalURA3, cortado dentro del
ORF de CaSEC14. De esta manera, si la integracion se produjera en el alelo adecuado
quedaria, en unc de los cromosomas, una construccion con dos copias del gen (una de
ellas mutadas) y entre éstas el marcador de interrupcion. Tras esto, se forzaria la
expulsion del marcador creciendo la cepa en medio rico con uridina en exceso y los
clones con fenotipo Ura- se seleccionarian en medio con 5-FOA (este proceso esta
esquematizado en la figura 28). De estos clones Ura- se podria elegir aquellos que
presentaran defectos de crecimiento a temperaturas elevadas y, posteriormente, se
comprobaria si presentan el genotipo esperado.

2.10.1. Construccién de plasmidos con distintos alelos mutantes.

El alelo sec14-1* de S. cerevisiae presenta una mutacion que produce el cambio
en el aminoacido 266 de glicina (GGT) (sefialado en la figura 16) a acido aspartico (GAT)
{Cleves et al.,, 1989). Debido a que en la posiciéon 266 de CaSec14p también se encuentra
una glicina, se podria obtener el mismo cambio en l1a proteina de C. albicans. Para ello, se
realizé una mutagénesis dirigida mediante el método de obtencion de mutaciones
puntuales por PCR descrito en el manual “Current Protocols in Molecular Biology”
(Ausubel ef al., 1993). Se disefiaron dos oligonucledtidos, “oli3” y “olimut19” {ver tabla VIl
y figura 24) que, emparejados con “M13UP" y “M13RP” (ver tabla VIli) respectivamente, y
utilizando como molde pLU2, amplificarian dos bandas que al ser nuevamente clonadas
en pUC19 formarian un plasmido igual a pLU2 pero con el cambio de G por A esperado
(materiales y métodos, punto 5.10 y figura 26).

En primer lugar, se realizaron las 2 PCRs, utilizando como molde pLU2. En.la
primera amplificacion (PCR1) se utilizaron como cebadores “M13UP" y “oli3”, por lo que se
obtuvo una banda de 2,1 kb. En la segunda (PCR2), en la cual se utilizaban como
cebadores “M13RP” y “olimut19”, se amplificé una banda de 151 bp, con la que, debido a
su pequefio tamafio, hubo que trabajar con una serie de precauciones especiales. Ambos
productos de PCR se ftrataron con Klenow, se digirieron con EcoRl y Hindlll,
respectivamente, y fueron subclonados sumultaneamente en pUC19, de manera que cada
uno de ellos ligd con el ofro y con el mencionado vector y se obtuvo un plasmido que se
creia igual a pLU2, excepto en que se habia introducido una mutacion puntual (figura 26).
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GGGTGGAGTTTTARATGGTCTGTT A N
TGAARACAAATCCCACCTCAARATTTACCAGTCAAATTTGGTGGTATGTCAGATGTTTCTGAT
GACGATTTATTATTAARAAGATGTTGGTCCTTGGAGAGATCCAGAATTCATTGGTCCAGARGG
TGAATGTCCTAGAGCTTATAACATTTA

v
dingida

La secuenciaciéon de un fragmento de estos plasmidos construidos como se acaba
de describir, permitié observar que, ademas de haberse producido la transicion esperada
(G por A), también se habian eliminado 6 pares de bases adicionales en un plasmido
secuenciado y 9 pares de bases en otro. El hecho de que la pérdida de bases se
produjera en el extremo romo de una de las bandas de PCR, sugiere que pudo deberse a
que en 5 del cebador se formara un pequeifio lazo y no se sintetizara la banda en su
totalidad, o a la existencia de algun problema con la enzima “Klenow”. Los alelos de
CaSEC14 que portaban dichas mutaciones se denominaron Casec74-1 y Casec14-7
(figura 25) y a los plasmidos que las portaban pLU2M1 y pLU2M7 (tabla VIl y figura 26).

En el alelo Casec14-1, ademas del cambio que habiamos tratado de introducir, se
ha producido la pérdida de los aminoacidos 263 (V) y 264 (K) de CaSec14p; mientras que
en Casec14-7 se ha eliminado también el aminodcido 262 (P). En ninguno de los dos
casos se produce el corrimiento del marco abierto de lectura que es codificado a lo largo
de toda la proteina (figura 25).

CaSECI4 CACCTCAAAATTTACCAGTCAAATTTGGTGGTATGTCAGATGTTT
Casecl4-1 CACCTCAARAATTTACC-—————- ATTTGGTGATATGTCAGATGTTT
Casecl4-7 CACCTCAAAATTT—~——————= ATTTGGTGATATGTCAGATGTTT

Debido al desconocimientc de mutaciones que den lugar a proteinas
termosensibles de C. albicans, se optd por probar el fenotipo que las proteinas
codificadas por los alelos mutantes Casec?4-1 y Casec74-7 producian tanto en
S. cerevisiae como en C. albicans. Para llevar a cabo este objetivo se construyeron los
plasmidos pSLK7M1, pSLK7M7, YEM1 y YEM?7 (tabla VHi y figura 26).
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El origen de los plasmidos pSLK7M1 y pSLK7M7 es el plasmido SKBluescript y
contienen, ademas del gen CalURA3 como marcador de seleccién para C. albicans, los
alelos mutantes obtenidos. En su construccion se sustituyd la banda Styl-BamH]1 (148 pb)
de pSLK®6 por la misma de los plasmidos pLU2M1 y pLU2M7. Para comprobar el correcto
reemplazamiento del alelo silvestre por el mutado, y debido a que la diferencia de tamaro
era minima, se realizd un gel de poliacrilamida que permitié detectar estas pequenas
diferencias de 6 y 9 pb en el tamario de la banda (no mostrado}. Posteriormente, también
se realizé la secuenciacion de la zona de interés de los plasmidos mutantes, ratificando
que se habian introducido las mutaciones esperadas como se habia comprobado
mediante dicho gel de acrilamida.

2.10.2. Comprobacién de la termosensibilidad de Casec14-1 y Casec14-7 en
S. cerevisiae,

Con objeto de comprobar la funcionalidad a 30°C y 37°C de los alelos mutantes del
gen CaSEC14 obtenidos anteriormente, se construyeron los plasmidos YEM1 y YEM7 (figura
26).

La transformacion del mutante termosensible de S. cerevisiae CTY1-1A con los
plasmidos YEM1 y YEM7, asi como con los comrespondientes controles (se utilizé YEp352
como control negativo y pLM1 como control positivo de complementacion), permitio
comprobar que los alelos Casec14-1 y Casec14-7 no eran capaces de complementar el
defecto de crecimiento del mutante termosensible a 37 °C.

Para estudiar si los los alelos mutantes son funcionales a temperatura permisiva,
YEM1 y YEM7 se transformaron en un diploide de S. cerevisiae heterozigético para el focus
SEC14. CTYD2 (sec14-3/sec14A1::HIS3, tabla V). Los transformantes se sembraron en
condiciones de esporulacion y las ascas obtenidas tras la micromanipulacion de las tétradas
fueron analizadas. La poca capacidad presentada por la cepa diploide para esporular (siempre
se obtenia un porcentaje de tétradas mucho menor del esperado) imposibilité el analisis de un
numero elevado de tétradas pero, al menos en el caso del alelo Casec74-1, en todas las
tétradas estudiadas se obtuvieron ascas con fenotipo His+. Este dato indica claramente ia
capacidad de complementacién del plasmido introducido a 30° ya que HIS3 es el marcador
de interrupcion del gen SEC14 en esta cepa y, debido a la esencialidad de este gen en
S. cerevisiae, las ascas His+ solo podrian sobrevivir gracias a la complementacion plasmidica
del defecto producido por su interrumpcién. Se comprobé asi, que el alelo Casec14-1 es
funcional a la temperatura pemmisiva, a pesar de la pérdida de varios aminoacidos. También se
constaté que el caracter termosensible de la mutacion se detecta en placa solamente cuando
el numero de células sembrado es muy limitado. Asi, se sembraren gotas con 1.000, 10.000 y
100.000 células y se comprobé que la termosensibilidad a 37°C era claramente detectada en
el caso de menor nimere de células. Esto ocurria tanto en las esporas con fenotipo His+
como His- , lo que indica que es una caracteristica tanto del alelo mutante del gen de
C. albicans como del de S. cerevisiae.

La escasa capacidad presentada por CTYD2 para esporular impidio, en el caso de

Casec14-7, la obtencién de un nimero suficiente de ascas que permitiera llegar a una
conclusién clara sobre la funcionalidad de este alelo a la temperatura permisiva.
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2.10.3. Introduccion de los genes mutados en C. albicans CNC21 y expulsion

del marcador.

Como herramienta para el estudio de los efectos producides por la pérdida de la
funcién del gen SEC74 en C. albicans, se abordd la construccién de un mutante
termosensible de C. albicans con mutaciones en CaSEC74. Con este objetivo, CNC21 se
transformé con los plasmidos pSLK7M1 y pSLK7MY7. Para forzar la integracién de los
plasmidos en el alelo silvestre de CNC21, su digestion se llevé a cabo con la enzima de
restriccion Hindlll. El hecho de que las zonas de CaSEC 74 adyacentes a la diana de corte
de esta enzima no estén presentes en el alelo delecionado de esta cepa, hace suponer
que con su utilizacion se favorezca la recombinacién del DNA transformante en el alelo de
interés. C. albicans CNC21 se transform6é también con pSLK6, que contiene el gen
silvestre como control del experimento.

Los transformantes en los que se hubiera producido la integracion correcta, en
este primer paso de transformacién, portarian en uno de los alelos dos copias de
CaSEC14, una silvestre y otra termosensible (figura 28, situacion 2). Se seleccionaron
para su posterior analisis diez transformantes de los obtenidos en cada transformacion
con cada plasmido. Estos transformantes Ura+ se denominaron:

-los procedentes de la transformacion con pSLKG: CSC6-a, CSCe-b, CSC6-c, etc.,

-los de la transformacion con pSLK7M1: CSM1-A, CSM1-B, CSM1-C, etc.,
-los de la transformacidén con pSLK7M7: CSM7-1, CSM7-2, CSM7-3, etc.
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La eleccion de los tranformantes en los que se habia producido la integracién en el
lugar adecuado se realizé, en primer lugar, mediante PCR. Para esto se utilizaron los
oligonuciedtidos Isec1 y Qura3cr (sefialados en la situacion 2 de la figura 28) que, en caso
de que la integracion hubiera sido la correcta, amplificaban una banda de 2,7 kb.
Posteriormente, estos transformantes también se analizaron mediante Southern blot y de
18 transformantes analizados, se obtuvieron los siguientes resultados:

-En la mayoria de los clones (catorce) se ha producido la integracion adecuada en
el alelo esperado y presentan el mismo patron de bandas que el del caril C de la
figura 28,

-En dos de los clones (CSM1-B y CSM1-J) aparece un patrén de bandas similar al
de CNC21 (carril B, figura 28). Este patréon corresponde a la integracién de la
construccion en alelo anteriormente interrumpido.

-En otros dos clones aparecen sodio las bandas de 28 kb y de 68 kb. La
explicacién de este patrdn de bandas es mas compleja ya que no se detecta la
banda correspondiente al alelo parental: parece que la recombinacion hubiera
tenido lugar en el alelo parental pero de una manera inadecuada. El hecho de que
mediante PCR se pudiera amplificar la banda esperada en transformantes en los
que, parece que se hubiera producido la recombinacién correcta solamente por
uno de los extremos del DNA transformante, nos hizo descartar el uso de esta
técnica en la posterior seleccion de los transformantes.

La mayoria de los transformantes analizados presenta el genotipo buscado. Esto
corrobora que se haya dirigido la integracion al alelo parental de CNC21 gracias a que se
ha tranformado con un DNA cuyos extremos Unicamente tienen zonas homologas en el
alelo parental del genoma de esta cepa, ya que la zona cercana a Hindlll {(enzima con la
que se ha digerido el DNA transformante) del Jocus CaSEC14 ha sido delecionada en el
alelo interrumpido.

Los tranformantes Ura+ CSM1-l y CSM7-2, en los que se habia observado una
integracién correcta por Scuthern blot (CSM7-2: carril C, figura 28) fueron seleccionados
para obtener a partir de ellos estirpes Ura- con un fenotipo termosensible que pudiera
deberse a la mutacion introducida. CSM1-1 y CSM7-2 fueron incubados en condiciones
propicias para la recombinacion y pérdida del marcador y, posteriormente, las colonias
Ura- fueron seleccionadas con 5-FOA. Se analizd la capacidad de crecimiento a 30 °C,
37°C y 42 °C de 150 clones Ura- originados a partir de cada uno de los dos
transformantes seleccionados. Para detectar claramente este fenotipo, se sembraron
gotas de suspensiones de los clones Ura- con un namero determinado de células (100 y
1000} y éstas fueron incubadas a las distintas temperaturas. De esta manera, y utilizando
como control de crecimiento la estirpe heterozigética CNC21, se seleccionaron aquellos
clones cuyo crecimiento a 42 °C era practicamente nulo. Estos eran:

-“1.3" y “[.49” que provenian de CSM1-l.

-"2.5%,42.130", “2.138", “2.139", “2.148", “2.179" y “2.181" que provenian de la
estirpe CSM7-2.

2.10.4. Estudio de distintos clones termosensibles.

Los mutantes termosensibles seleccionados anteriormente fueron sometidos a
distintos tipos de estudios simultaneamente.
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Andlisis del focus del gen CaSEC74 en el genoma de los mutantes termosensibles:

Con una hibridacién DNA-DNA se comprobé que la reorganizacién que se habia
producido en el Jocus CaSEC14 al producirse la expulsién del marcador habia sido la
esperada (figura 28 carriles D y E), de manera que todos los clones seleccionados
portaban un alelo interrumpido y otro con una sola copia de CaSEC74 que podria ser
silvestre o mutante.

Estudio del crecimiento y la filamentacién:

Debido a que el crecimiento de las estirpes Ura- en placa era claramente diferente
al de la cepa CNC21 de la que provienen, se realizé un estudio preliminar de su
capacidad de filamentacién, utilizando como control la cepa CAl4 (Ura-). Este
experimento se realizé en suero de ternera fetal a 37°C y, debido que a esta temperatura
alguno de los clones podian presentar defectos de crecimiento, los cultivos se compararon
en todos los casos con los mismos clones creciendo en YED a 30°C. En muchos de los
casos se observé cierto grado de lisis celular en los cultivos a 37°C. Los resultados
obtenidos se presentan en la siguente tabla.

CAl4 Levaduras y células en cadenas | Filamentos

“1.3" Igual que CAl4 Filamentos (en mayor proporcién que en
CAl4). Porcentaje bajo de células lisadas

“l.49" Igual que CAl4 Filamentos (proporcidon similar a la de
CAl4). Lisis en mayor proporcion que en
“.3”

"2.5” Cadenas ramificadas de células{Levaduras. La mayoria de las células

ovaladas y algunos filamentos|negras y lisadas
mas gruesos que los del control
“2.130" |50 % de células ovaladas en|Lisis celular total, no se observan células
cadenas, algunas levaduras vy
filamentos gruesos no ramificados

“2.138" |lgual que “2.5". Filamentos mas largos que los de CAl4 y
restos celulares de células lisadas

“2.139" |lgual que “2.5” Filamentos y porcentaje bajo de células
lisadas

“2.148" |lguala“2.5” Levaduras y gran cantidad de restos de
lisis celfular

“2.179" |lgual que CAl4 Lisis celular. Se observan filamentos cortos
negros y lisados

“2.181" |lgual que CAl4 Algunos filamentos, mucha lisis celular

Como se puede observar en los datos expuestos en la tabla, en YED a 30 °C
(condiciones que no inducen la filamentacién) en los clones originados a partir de CSM1-I
(".3" e “1.49") se observaban células con una morfologia igual a la del control (CAl4),
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mientras que en los mutantes procedentes de CSM7-2 se podian ver algunas células
aberrantes, con formas de filamentos mas gruesos o mas largos de lo normal. En suero a |
37 °C (condiciones de filamentacion) en todos los mutantes aparecian restos de células
lisadas, pero el grado de lisis era muy diferente segun el mutante. La capacidad de
filamentacion también era muy variable en dichos mutantes, ya que, mientras en algunos
se observaban filamentos mas largos que los del control, en otros sélo se detectaban
células levaduriformes.

Recuperacion y secuenciacion de algunos de los supuestos alelos mutados:

Para comprobar si realmente se encontraban las mutaciones Casec14-1 o
Casec14-7 en el genoma de los clones analizados, se procedié a amplificar por PCR la
zona del alelo de SECT74 donde deberia localizarse la mutacién. Para elio, DNAs
gendmicos extraidos de las estirpes de C.albicans “1.49°, "2.5”, “2.130", “2.138", “2.139" y
“2.148 fueron utilizados como moldes en amplificaciones en las que se utilizaron como
cebadores “luc4” y “amplisec” (sefialados en la situacion 4 de la figura 28). En estas
PCRs, se obtenian dos bandas, una de un tamafio de 823 pb correspondiente al alelo de
interés, y otra de 1,4 kb procedente de la amplificacién del alelo interrumpido. La banda
menor se cortd con las enzimas de restriccion EcoRl y Avalll en el caso de los clones
“l.49", "2.5", “2.130" y “2.139" y con EcoRl y Hindlll en “2.138" y “2.148", para su posterior
subclonacién en pUC19. La secuenciaciéon de los plasmidos obtenidos reveld que en
ninguno de los casos se habia rescatado el alelo mutante termosensible, sino que, por el
contrario, la secuencia obtenida compartia un 100 % de homologia con el alelo silvestre
de CaSEC14.

El fenotipo diferencial presentado por estos clones podia estar ocasionado por
otras mutaciones en el gen SEC 14, mutaciones producidas en las zonas adyacentes del
genoma debidas a los procesos de recombinacion sufridos o, incluso, algun cambio que
hubiera tenido lugar en otras zonas del genoma.

2.10.5. Basqueda mediante PCR de clones que porten en su _genoma los
alelos termosensibles Casec14-1 y Casec14-7.

Debido a que se habia encontrado una serie de cepas de C. albicans con fenotipos
interesantes, pero que, al analizar su genotipo no se encontraba la mutacion esperada, se
decidié proceder de manera inversa en la busqueda de los mutantes termosensibles. Se
tratd, en primer lugar, de localizar la mutacién en el genoma de las cepas objeto de
estudio y, posteriormente, realizar un estudic mas profundo de sus caracteristicas
fenotipicas. Para ello, se disei¢ un oligonucleétido en la zona de la mutacion, “1119ts”
(figura 29A, tabla VIll}, cuya secuencia contiene la zona mutada del alelo Casec14-7.
Este cebador, “1119ts”, permite distinguir entre los clones que llevan en su genoma el
alelo silvestre y los que portan los alelos mutantes, ya que presenta mayor zona homéloga
con estos ultimos. Como pareja de “1119ts” en la amplificacion, se utilizé “lucs” que,
debido a que hibrida en el interior de la zona de CaSEC74 delecionada en uno de los
alelos, evitaba que se produjera la amplificacion de este alelo interrumpido.

Para poner a punto las condiciones restrictivas del experimento de PCR, en el que

se amplificara [a banda esperada en los casos de los alelos mutantes y no en el caso del
alelo silvestre, se utilizaron como controles los plasmidos pSLKB, pSLK7M1 y pSLK7M7
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(figura 29B). Se pudo comprobar que la temperatura éptima de hibridacion de los
cebadores para conseguir discernir entre alelo silvestre y alelos mutados era 46°C.
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Se analizé de esta forma, el DNA de algunos de los clones Ura- cuyo alelo ya
habia sido recuperado (como controles), asi como el de nuevos clones en que se pudiera
detectar una de las mutaciones esperadas (figura 29B y C). En todos los experimentos se
pusieron como controles los plasmidos anteriormente comprobados y se amplificaron
simultaneamente los mismos DNAs genémicos con los oligos “lucs” y “amplisec” {que
tenian que ampilificar una banda de 637 pb tanto el los casos en los que estuviera la
mutacién termosensible como en los que estuviera el alelo silvestre). De esta forma en el
caso de gue con “1119ts” no se hubiera amplificado niguna banda se podria descartar
que la cantidad o calidad del DNA molde no fuera la éptima. En las amplificaciones con
“1119ts” y “luchS” se pudieron detectar 3 tipos de resultados {figura 29B y C):

-En muchos de los clones analizados no se amplificé ninguna banda (clones que
llevan el alelo silvestre)

-en algunos clones aparece una banda de un tamafio algo mayor al de la banda
esperada y de intensidad menor a la de los controles.

-anicamente el clon “2.179” presentaba una banda de igual tamafio que la de los
controles (clon 7, figura 29C).

La cepa C. albicans “2.179" habia sido seleccionada anteriormente por su fenotipo
termosensible. Ademds, en e] estudio de su capacidad de filamentacién se habia
observadeo que se producia lisis a 37°C en un porcentaje elevado (tabla X} y mediante
Southern blot se habia comprobado que la organizacién del focus SEC14 era la esperada
(figura 28). Debido a todo ello, se consideré interesante ahondar en el estudio tanto
fenotipico como genotipico de este mutante.

2.10.6. Analisis fenotipico y genotipico de C. albicans “2.779".

Un estudio fenotipico preliminar de la estirpe de C. albicans “2.179", permitié
detectar una inestabilidad fenotipica muy elevada. En YED a 30 °C se observaban dos
tipos de colonias, unas grandes y otras muy pequefias. Aislando cada tipo de colonia se
comprobé que, mientras de la colonia grande volvian a crecer colonias grandes y
pequefias, de la colonia pequefia solamente crecian colonias pequefias. En SD+suero de
ternera fetal a 37°C también crecian dos tipos de colonias, unas lisas y las otras rugosas y
totalmente planas (figura 30). A partir de una colonia lisa aparecian nuevamente colonias
lisas y rugosas, mientras que a partir de células de las colonias rugosas crecian
unicamente colonias rugosas. La morfologia colonial se comespondia, como era de
esperar, con la morfologia celular. En las colonias lisas la mayoria eran células
levaduriformes (aunque también habia algunos tubos germinativos, células aberrantes,
poligonales o muy grandes, y restos de células lisadas) y las rugosas estaban formadas
por conjuntos de filamentos.

Otro fenomeno observado en todas las células del mutante es la elevada
adherencia que presentan entre ellas, ya que se encuentran siempre mas unidas que las
células de las estirpes parentales (figura 30).

Otro de los fenotipos interesantes observados en este mutante era la lisis celular
casi total que se producia en algunos casos en condiciones de filamentacion, y que
tambien podia ser detectada en placa a 37°C con BCIP.

Para verificar la existencia de la mutacién introducida en el genoma de C. albicans
‘2.179", su DNA gendmico fue amplificado con los oliginucledtidos “luc5” y “amplisec”
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(figura 29A) y el fragmento EcoRl y Hindlll de la banda amplificada se subcloné en pUC19
para su posterior secuenciacién. Los datos obtenidos de la secuencia indicaban que se
trataba de un alelo silvestre de CaSEC14. Para descartar que, por error en el experimento
de PCR, se hubiera amplificado el alelo interrupido del genoma del clon “2.179" (ya que
en ese alelo continda existiendo la zona final en donde se ha introducido la mutacién en
los alelos mutados), se secuencio hasta dia diana de la enzima Hindlll, comprobando que
no se se habia amplificado el alelo interrupido, ya que no se obtuvo ninguna zona de la
secuencia homoéloga a hisG. (Posibles explicaciones a este resultados se plantean en la
discusién)

Buscando una posible explicaciéon a los fenotipos observados en este mutante, se
traté de conocer si podian deberse a un defecto en cualquier otra zona de CaSEC14.
Para ello, se procedi6 a tratar de recuperar el fenotipo parental, transformando
integrativamente el gen silvestre en otro focus del genoma de la cepa mutante. Con este
objetivo, se construyd el plasmido pSECAR, el cual proviene de un pUC19 y, ademas de
contener el gen CaSEC14 de C. albicans y el gen CaURA3 como marcador de seleccion,
también lleva el gen ARG5,6 de C. albicans, que nos permitiria dirigir la transformacién
hacia ese focus del genoma.

La cepa mutante “2.179" fue transformada con pSECARG, asi como con pAN3
como control (pldsmido que porta CaARGS,6, CalEUZ2 y CaURA3 y tiene
aproximadamente el mismo tamafno que pSECAR),ambos cortados en el focus ARGS,6.
En los transformantes obtenidos se observd que:

-No se se recuperaba el crecimiento normal a 37 °C, ya que en los transformantes
de cualquiera de los plasmidos se detectaba lisis con BICP.

-La adherencia de las células de todos los clones tranformantes continuaba siendo
tan elevada como en el caso del mutate “2.179".

-El fenotipo colonial en SD+suero a 37 °C de los transformantes era diferente al del
mutante “2.179”, tanto en el caso de pSECAR como como en del plasmido control, pAN3.

Este conjunto de datos sugiere que el fenotipo presentado por el mutante
termosensible de C. albicans, “2.179” podia ser debido a alguna mutacién en otro punto
del genoma de C. albicans distinto del locus CaSEC14 y, por lo tanto, el estudio mas
profundo de sus caracteristicas fenotipicas y genotipicas parecia no estar muy
relacionado con el trabajo aqui expuesto.
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2.11. Analisis de la proteina CaSec14p en C. albicans y S. cerevisiae.

El peso molecular tedrico deducido basandose en la secuencia de aminoacidos de la
proteina CaSec14p es de 34,7 kDa. Para obtener mas informacién sobre CaSec14p, asi como
para comprobar si existia variacién entre la cantidad de esta proteina existente en las cepas
SC5314 (silvestre) y CNC20 o entre el aislado clinico C. albicans 1001 y el mutante
morfologico C. albicans 92’ (Nombela et al., 1987) en el que se ha descrito una disminucion del
contenido de Pl en membranas (Koul ef al.,, 1995), se realiz6 un anélisis por Wenstem blot de
extractos celulares de dichas cepas de C. albicans con anticuerpos frente a Seci1dp de
S. cerevisiae (cedidos por el Dr. V. Bankaitis) (figura 31A). Esta descrito que estos anticuerpos,
ademas de reconocer la proteina Sec14p de S. cerevisiae, reconocen también las proteinas
homologas de otras levaduras como K. lactis y S. pombe (Bankaitis et al., 1989), las cuales
presentan un porcentaje de homologia con Sec14p de S. cerevisiae similar al existente entre
Sec14p de S. cerevisiae y de C. albicans. Esto hacia esperar que los anticuerpos frente a la
proteina de S. cerevisiae reconocieran CaSec14p.

En este experimento de hibridaciéon (figura 31A) se observé en las cepas de
S. cerevisiae la proteina a la altura esperada de 37 kDa (Bankaitis ef al,, 1989). En todas las
cepas de C. albicans se detecté una banda de un tamaro (aproximadamente 60 kDa)
bastante mayor al esperado para la proteina codificada por el gen CaSEC14. La banda
detectada tenia una intensidad muy elevada y constante en las distintas cepas de C. aibicans.
Para comprobar si esta banda correspondia realmente con la proteina codificada por el gen
CaSEC14, se realiz6 otro experimento de hibridacion con anticuerpos, en el que se incluyé el
anadlisis de extractos celulares de cepas de S.cerevisiae transformadas con distintos
plasmidos. Dichos plasmidos incluian el gen CaSEC174 o fragmentos de éste en vectores
centroméricos y episomicos (figura 31B).

En la figura 318 se puede observar que en los carriles en que se analizaron cepas
transformadas con el pldsmido pLM1 (plasmido episémico con todo el gen CaSEC14) se
detectd la banda correspondiente a esta proteina con una intensidad mucho mayor que
en el caso del transformante con pCEN1 (plasmido centromérico que incluye todo el gen
CaSEC14), resultado esperado, ya que en este Ultimo transformante solo existe una copia
del gen. Este resultado indica que la banda detectada correspondia a la proteina
codificada por CaSEC74 y que ésta es reconocida de manera muy clara por los
anticuerpos frente a Sec14p de S. cerevisiae, por lo cual la banda observada en las cepas
de C. albicans también correspondia a CaSec14p a pesar del tamario inesperado. Por
tanto, CaSec14p cuando es expresada en S. cerevisiae presenta el tamarno esperado
segun la secuencia del gen, mientras que, cuando se produce en C. albicans presenta un
tamano mucho mayor. Estos resultados indican que CaSec14p en C. albicans puede sufrir
algun tipo de procesamiento post-traduccional que aumente su masa aparente o puede
encontrarse unido a otra proteina formando un complejo estable que no se disocie en las
condiciones de este experimento (ver discusion).

En la cepa de S. cerevisiae transformada con un plasmido multicopia que no
incluye el gen CaSECT14, pLM13, no se detecté mas hibridacion que la correspondiente al
gen de S. cerevisiae, lo que corrobora que la banda detectada en los casos de pLM1 y
pCEN1 correspondia a CaSec14p. En ninguno de los casos en que el plasmido
introducido en la cepa de CTY1-1A portaba unicamente un fragmento de CaSEC14
(pLM1ia, pLM1b y pLY1) se detectaba la banda correspondiente a dicho fragmento de
proteina. Existen varias explicaciones posibles para este hecho:
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-Puede que el fragmento de gen no se traduzca (pLM1a solo lleva algunos
aminoacidos de la parte final del gen y no se han situado bajo el control de ningun
promotor, por lo que lo méas probable es que ese fragmento de CaSEC174 no se traduzca).

-Aunque el fragmento del gen que porta el plasmido se traduzca (en el caso de
pLY1 sabemos que se traduce porque es capaz de complementar el fenotipo
termosensible de CTY1-1A, resultados, punto 2.4) puede que no se obtenga la
conformacién adecuada para ser reconocida por los anticuerpos.
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3. PROTEINAS DE TRANSFERENCIA DE FOSFATIDILINOSITOL Y
FOSFATIDILCOLINA HUMANAS.

Para la aplicacién de CaSEC14 como posible diana de agentes antifingicos, con
el objeto de evitar posibles problemas de toxicidad del futuro farmaco, es interesante el
estudio de las proteinas humanas homologas a este gen. Se ha sugerido que las PITPs
de mamiferos son las proteinas homoélogas, en su funcién, a la proteina Sec14p de
levadura, a pesar de no existir homologia entre sus secuencias (comentado en I[a
introduccion y la discusion). Esto apoya la idea de utilizar CaSEC714 como diana en la
hisqueda nuevos antifungicos, ya que es posible que facilite la obtencién de sustancias
que inhiban diferenciaimente la proteina del hongo y 1a de los mamiferos.

Con el objeto de ahondar mas en este punto, se procedid al estudic de la
capacidad de complementacion de las isoformas o y p de la PITP humana en mutantes de
levadura en el gen SEC174.

3.1. Construcciéon de plasmidos que codifican las proteinas
humanas PITPa y PITPS.

Para el estudio de la capacidad de complementacion de las proteinas humanas
PiTPa y PITPp en mutantes en el gen SEC14 de S. cerevisiae, los genes que las
codifican fueron amplificados mediante PCR y, posteriormente, subclonados bajo el
control del promotor GAL1.

Para la amplificacién de estos genes se utilizé como molde de DNA humano una
genoteca de cDNA de celulas Hela. Las secuencias nucleotidicas de los genes que
codifican las proteinas PiTPo y PITPB humanas se encontraron en la base de datos
SWISS-PROT donde se denominan, respectivamente, PPI1_HUMAN y PPI2_HUMAN. A
partir de estas secuencias se disefaron 3 oligonucleétidos (figura 32 y tabla VIil):

PPlinic: hibrida con el inicio del ORF de PPI1 y PPI2 e introduce una diana de
corte de la enzima BamHi. {Debido a la elevada homologia entre las secuencias de
PPITy PPI2 fue posible utilizar este cebador en la amplificacion de ambos genes).
PPI1fin: hibrida con el final del ORF de PPI1 e introduce un corte £coRl.

PPI2fin: hibrida con el final del ORF de PPI2. (Incluye una diana de corte de la
enzima Xbal que, en realidad, se encuentra al final del ORF de PP/2. Al digerir la
banda de amplificaciéon de PPI2 con Xbal, se elimina la ultima base de su ORF asi
como el codén de terminacion, pero su suclonacion posterior en otro punto de
corte Xbal permite la regeneracion de la diana y que se complete, de este modo, la
secuencia del ORF y su coddn de terminacién).

Ambos ORF fueron ampiificados y subclonados en el sitio de clonacién multiple de
pYES2 (vector episémico y de expresién en S. cerevisiae) para construir los plasmidos

pPYPla ¥y pYPP. En dichos plasmidos la expresidon de ambos ORFs estd sometida a la
regulacion del promotor GAL1.
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3.2. Capacidad de las proteinas PITPa y PITPB humanas de
complementar mutantes de S. cerevisiae en el gen SEC14.

3.2.1. Complementaciéon de un mutante sec14® de S. cerevisiae.

A) pYPla YEp352 pLM1

Gal 24 °C

G 37°C

Gal 37 °C

PYPIB  YEp352  pLMf

G24°C

Gal 24 °C

G37°C

Gal 37 °C
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Con el objeto de comprobar si las proteinas PITPe y PITPB eran capaces de
complementar el defecto de crecimiento a 37 °C producido por la mutacién sec14® en
S. cerevisiae, el mutante CTY1-1A se transformé con los plasmidos pYPla y pPYPP y se
estudié la capacidad de crecimiento de dichos transformantes en distintas fuentes de
carbono a fa temperatura restrictiva (figura 33).

En el ensayo en medio sélido se comprob6 claramente que en los plasmidos
pYPla y pYPIB, los genes PPI1 y PPI2 estan regulados por el promotor GAL1. Ademas,
los resultados obtenidos muestran que ambas isoformas de la proteina humana PITP son
capaces de complementar el defecto de crecimiento que el mutante termosensible en el
gen SEC14, CTY1-1A, presenta a la temperatura restrictiva de 37 °C. Este resultado era
similar al obtenido en el caso de las PITPs bovinas, que presentan unos porcentajes de
homologia con las proteinas humanas elevadisimos (98,9 % y 98,1 % con PITPa y PITPB,
respectivamente (Dickenson ef al., 1994; Tanaka ef al,, 1995)) y que, en un plasmido
muiticopia, también son capaces de complementar este mutante (Skinner ef al., 1993:
Tanaka y Hosaka, 1994).

3.2.2. Las PITPs humanas pueden sustituir la funcién de Sec1dp en

S. cerevisiae.

Para determinar si pYPlo y pYPIB eran capaces de complementar la faita de
viabilidad de un mutante de S. cerevisiae con el gen SEC14 interrumpido, la cepa CTY588
(sec14AT HIS3HCTY11; pCTY11 incluye los genes LEU2, ADE3 y SEC14 de
S. cerevisiae; tabla IV) se tranformé con pYPla, pYPIB y con pLM1 como plasmido control.
De esta forma, se obtuvieron cepas de S. cerevisiae que portaban dos plasmidos con
distintos marcadores (SSC01, SSC02 y SSCO03, tabla V) y en ellas se forzo fa expulsion
de pCTY11. Seleccionando los clones en los que se habia expulsado pCTY11 fueron
obtenidas las cepas SSC11 (secT4A1:HIS3/pLM1), SSC12 (sec14AT::HIS3/pYPla) vy
SSC13 (sec14AT1::HIS3/pYPIB), en las cuales pCTY11 se habia sustituido por los
plasmidos pLM1, pYPla y pYPIB. Este experimento se realizé en SG (suplementado con
los aminoacidos necesarios en cada paso) para que PPI1 y PPI2, que estan regulados
bajo el promotor GAL1, se encontraran constantemente inducidos. Para comprobar que el
intercambio plasmidico se habia realizado de la manera adecuada, los plasmidos fueron
recuperados de las cepas SSC11, SSC12 y SSC13 y, mediante un analisis de restriccion,
se comprobd que no habia ocurrido ninguna recombinacion inesperada.

La posibilidad de obtener las cepas SSC12 y SSC13 indica, sin lugar a dudas, que
cualquiera de las dos isoformas de las PITP humana, en las condiciones ensayadas, es
capaz de complementar un mutante interrumpido en el gen SEC74 de S. cerevisiae.
Debido a que este gen es esencial para el crecimiento de a levadura, esto implica que las

proteinas humanas, PITPa y PITPB, son capaces de sustituir la funcién de Sec14p en
S. cerevisiae.

Este resultado es de una gran relevancia, ya que apoya la teoria de que las
proteinas de transferencia de fosfatidilinositol son las que realizan en las células de
mamifero las funciones homdiogas las realizadas por Sec14p en la levadura, Este dato es
muy interesante para la posible la utilizacién de CaSEC14 como diana para el desarrollo
de nuevos y selectivos agentes antifingicos (ver discusion). Ademas, el Unico dato
existentes hasta la fecha sobre la capacidad de alguna PITP de mamiferos de
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complementar un mutante de levadura sec?4 interrumpido apuntaba que, contrariamente
a lo aqui expuesto, esa proteina no tenia la capacidad de complementar dicho mutante
(Skinner et al., 1993)(discusién, punto 4).
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DISCUSION

DISCUSION

1. INTERES DE LA CLONACION DE CASEC14.

En todas las células eucariotas, la ruta de secrecién de proteinas juega un papel
primordial en el transporte y la maduracién de muchas proteinas imprescindibles para la vida
celular. Asi, en las distintas especies de levaduras, las proteinas secretadas al exterior de la
célula y las que se localizan en la pared celular, el espacio periplasmico, la membrana
plasmatica o cualquiera de los organulos de la ruta de secrecion alcanzan dicha localizacion
después de transitar a través de los distintos compartimentos de esta ruta. Debido a la elevada
importancia de este proceso de secrecion de proteinas en la vida de la levadura, la mayoria de
los genes implicados en él son esenciales para su crecimiento.

El proceso de secreciéon en la levadura patégena Candida albicans, ademas de ser
clave para el crecimiento y viabilidad celular, también juega un papel importante en la
patogenicidad, ya que algunas enzimas liticas son secretadas al medio externo actuando
como factores de virulencia (por €j: fosfolipasa, proteinasa aspartica (Culter, 1991)). A pesar
de su relevancia, hasta la fecha existen muy pocos datos sobre dicho proceso en C. albicans.
Por esto, la profundizacién en los mecanismos moleculares que lo regulan se presentaba
como un tema de gran interés en el momento del inicio del trabajo expuesto en la presente
memoria.

Uno de los genes implicados en el proceso de secrecion de proteinas en S. cerevisiae
es SEC14 (Bankaitis ef al., 1989). Este gen presentaba ciertas caracteristicas que apoyaban el
interés del estudio del posible gen homélogo en C. albicans:

-Se conocia la existencia de genes homoélogos a SECT4 en otras levaduras como
K. lactis (Salama et al,, 1990) y S. pombe (Bankaitis et al, 1989). Esto hacia esperar que
también existiera un homédlogo en C. albicans.

-La posibilidad de que SEC174 fuera un gen esencial en C. albicans como lo es su
homélogo de S. cerevisiae (Bankaitis et al, 1989), unida a la existencia de un ensayo
enzimatico que permite detectar la actividad del producto génico (Aitken et al, 1990) son dos
caracteristicas idoneas para pensar en su utilizacion como posible diana en el desarrollo de
nuevos antiflingicos. La obtencién de nuevos y efectivos antifingicos es uno de los intereses
principales en la investigacion sobre C. albicans, con el objetivo de solucionar el problema
clinico que presenta este microorganismo.

-Durante el transcurso de este trabajo, se ha descrito la intervencion del gen SEC14 de
Y. lipolytica en la regulaciéon del proceso de transicién morfolégica existente en dicha levadura
(Lopez et al., 1994). La posibilidad de que el gen homélogo de C. albicans estuviera implicado
en la regulacién de la filamentacion, aumentaba ain mas el interés de su estudio. El estudio
de la transicion dimorfica de C. albicans tiene una gran importancia por ser un proceso de
diferenciacion celular muy interesante cuyo mecanismo molecular no se ha dilucidado hasta el
momento, ademas de por su posible, aunque controvertida, relacion con la capacidad
patdégena de este microorganismo.

Debido al gran interés que parecia tener la descripcion del gen homodlogo a SEC74 en
C. albicans, se procedio a su clonacion mediante complementacién funcional de un mutante
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de S. cerevisiae sec14”® con una genoteca gendmica de C. albicans. Tras la secuenciacion del
gen clonado, CaSEC174, se comprobé que era bastante similar a su homologo de
S. cerevisiae. Sin embargo CaSEC14 no presenta intrones en oposicidon a sus homdlogos en
S. cerevisiae (Bankaitis ef al., 1989) y Y. lipolytica (Lopez ef al., 1994). Esto también ocurre en
el caso de los genes que codifican {a enzima fosfomanosa isomerasa; ya que mientras los
genes de S. cerevisiae y Aspemngiffus nidulans contienen un intrén en la misma posicién en
ambos, el homdlogo de C. albicans, PMI1, no presenta ningun intron {Smith et al., 1995).

2. CASEC14 ES UN GEN ESENCIAL.

La esencialidad de CaSECT14 es una de las condiciones necesarias para que
pueda utilizarse como diana en el desarrollo de nuevos farmacos antifungicos, por lo tanto
esta caracteristica confiere gran relevancia al estudio de dicho gen.

2.1. Datos que apoyan esta afirmacion.

Con el objeto de conocer la funcién de CaSEC14 en Candida albicans, se traté de
construir una estirpe mutante que careciera de la proteina codificada por dicho gen. Para
ello, se procedié a la interrupcién de ambos alelos de CaSECT4, utilizando el sistema
descrito por Fonzi e Irwin (Fonzi y lrwin, 1993). En los procesos de interrupcion de genes
de C. albicans mediante este método, la frecuencia con la que el proceso de delecién se
lleva a cabo correctamente por recombinacién homéloga frente a aquellos casos en los
cuales la construccion se integra en otra region del genoma es muy variable. Esto es asi,
tanto en el caso del primer alelo como en el del segundo: los porcentajes de obtenciéon de
los transformantes adecuados oscilan entre un 100% y un 15% para el primer alelo y un
60% y 7% para el segundo, en los casos en que es posible obtenerlos (tabla X). Esto
puede deberse, en parte, a la construccion genética utilizada para realizar la interrupcion,
ya que ésta puede presentar zonas homoélogas al DNA gendmice de tamafos muy
variables. Ademas, la propia construccidn puede tener un tamano muy variable vy,
normalmente, muy diferente al de la zona de DNA homdlogo que va a reemplazar.

MKC1 40 20 (Navarro-Garcia et al.,, 1995)
ARGS5,6 15 15 (Negredo et al., 1997)

X0G1 60 60 (Gonzdlez ef al., 1997)
BGL2 33 7 (Sarthy et al., 1997)

CDR2 | 100 20 (Sanglard et al., 1997)
ADE?2 80 33 (Fonzi y Irwin, 1993)
CaSEC14 75 0 {(Monteoliva et al., 1996)
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En el proceso de interrupcién del primer alelo de CaSEC14, la frecuencia de
integracion de la construccion en el Jocus adecuado fue de 75%, mientras que en el caso
del segundo alelo no se obtuve ningln clon en el que se hubiera eliminado el alelo
parental. Segln los datos expuestos en la tabla X, si CaSEC74 fuera un gen dispensable
para el crecimiento de C. albicans, los 60 clones analizados hubieran sido suficientes para
obtener cepas doblemente interrumpidas. La incapacidad de obtener estas cepas
homozigéticas con CaSEC 714 delecionado indica que debe tratarse de un gen esencial.

Se han descrito casos de otros genes de C. albicans en los que, a pesar de no ser
un gen esencial, tras dos rondas de interrupcion mediante el sistema de Fonzi, por
diversas razones, no se obtenian cepas nulas para ese gen. Asi:

-En el proceso de interrupcién del gen CHS2 de C. albicans, se realizaron
tres rondas consecutivas de transformacion, debido a la existencia de tres alelos
de dicho gen en C. albicans (Gow et al.,, 1994). La existencia de tres copias del
gen se detectd por la diferencia de intensidad de las bandas observadas al
comprobar la interrupcién del primer alelo. En el caso de CaSEC14, solo existen
dos copias del gen, ya que en la cepa CNC20, que tiene uno de los alelos de
CaSEC14 interrumpido, no se observa diferencia entre la intensidad de las bandas
del alelo silvestre y delecionado (figura 21B).

-En la delecién del gen PHR1T de C. albicans, se utilizé el sistema de Fonzi
e Irwin (Fonzi y lrwin, 1993) para la primera copia del gen, mientras que se opté
por una estrategia de integracion y expulsion (“pop-in/pop-out”) en el caso de la
segunda copia (Saporito-lrwin ef al., 1995). El cambio de estrategia fue debido a la
falta de obtencidbn de cepas homozigéticas cuando se utilizaba la misma
construccion para ambos alelos (Fonzi, 1996). La explicacion sugerida a este
fendmeno se basa en diferencias alélicas existentes en el locus PHR1 que fueron
detectadas por el polimorfismo presentado para algunas enzimas de restriccion.
Segun esto, diferencias en los extremos del DNA transformante con respecto a
una de las copias genémicas del locus podrian dificultar ia recombinacién en esa
copia frente a su integracién en el ofro alelo (el cual es igual al DNA
transformante), aunque éste ya se haya interrumpido previamente (Fonzi, 1996).
En el focus CaSEC14 no se ha detectado polimorfismo, por io cual ésta tampoco
parece ser la razon de la falta de obtencion de cepas con ambos alelos de dicho
gen interrumpidos.

Todas las razones expuestas, unidas a que SECT74 es un gen esencial en
S. cerews:ae apoyan que CaSEC174 también es un gen esencial para la viabilidad de
C. albicans. Ademas, como se comentard mas adelante, las dificultades encontradas a la
hora de construir un mutante termosensible en CaSEC74 también podrian indicar que se
trata de un gen con una funcioén importante para la vida celular.

Hasta la fecha, solamente se han apuntado como posibles genes esenciales de
C. albicans: HSP90, CHS1 y KRE6. Estos, al igual que CaSECT14, se consideran
esenciales debido a la imposibilidad de obtener cepas de C. albicans con ambos alelos de
dichos genes interrumpidos (Mio ef al., 1996; Mio et al., 1997, Swoboda ef al., 1995). El
gen NMT1 es esencial cuando C. albicans crece en ausencia de miristato. Esto se ha
comprobado con la construcciéon de un mutante en dicho gen, el cual es auxotrofo para
miristato, tanto a 24 °C como a 37 °C, y-su incubacién a 37 °C en ausencia de este
sustrato produce muerte celular (Weinberg ef al., 1995).
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2.2. Obtencion de alelos y mutantes termosensibles.

Debido a la imposibilidad de obtener un mutante de C. albicans con ambos alelos
de CaSECT4 interrumpidos, se opté por la construccién de un mutante termosensibie. El
interes de obtener dicho mutante era triple ya que, en primer lugar, permitiria comprobar si
CaSEC14 es un gen esencial para la viabilidad de C. albicans, en segundo iugar, se
podria estudiar el fenotipo terminal producide por la disfuncién de CaSec14p vy, en tercer
lugar, hasta el momento no se ha construido ningin mutante de C. albicans mediante
mutagénesis dirigida. Este ultimo punto aumentaba el interés de su construccién, ya que
era posible que se aportaran datos relevantes sobre los mecanismos basicos que estan
implicados en [a termosensibilidad de proteinas y cepas de C. albicans, asi como sobre
las similitudes y diferencias existentes entre las mutaciones que pueden conferir
termosensibilidad en S. cerevisiae y en C. albicans.

En primer, lugar se construyeron dos alelos mutantes denominados Casec14-7 y
Casec14-7. La construccibn de cepas que portaran un alelo del gen CaSEC74
interrumpido y el otro con una de estas mutaciones se llevé a cabo mediante una
estrategia de integraciéon y expulsion (figura 28). Se seleccionaron algunos clones con
fenotipo termosensible y en los que tras la recuperacion del alelo no interrumpido se
comprobd que, sorprendentemente, no era Casec14-1 ni Casec14-7 . Esto fue asi, incluso
en el clon “2.179" donde, previamente, se habia detectado mediante PCR la presencia del
alelo mutante Casec74-7. Posibles explicaciones a estos resultados se exponen a
continuacion:

1) Es posible que los alelos mutantes Casec14-1 y Casec74-7 codifiquen proteinas
que carezcan de funcion en C. albicans. Esto, aunque podria parecerlo, no esta en contra
de que Casec14-1, como se ha comprobado, sea un alelo termosensible en S. cerevisiae,
ya que hasta el momento no se ha descrito ninguna mutacién que produzca un fenotipo
termosensible tanto en S. cerevisiae como en C. albicans. El unico caso en el que una
mutacién definida, que produce un fenotipo termosensible en S. cerevisiae, se introdujo
en el gen homélogo de C. albicans es el del gen NMT1. El mutante de S. cerevisiae en
este gen presentaba una auxotrofia para miristato dependiente de la temperatura
(auxétrofo 37 °C y no a 24 °C). Al introducir la misma mutacion en el gen homoélogo de
C. albicans se construyé un mutante que resultd ser auxétrofo para miristato pero tanto a
24 °C como a 37 °C (Weinberg et al., 1995).

2) Estd descrito que en C. albicans existe una frecuencia muy elevada de
recombinacidn (Kirsch ef al., 1990). Es posible que en alguna de esas recombinaciones se
produzcan estirpes en las que se hayan expulsado los alelos Casec14-1 o Casec14-7 y
que podrian tener ventajas selectivas, en las condiciones de seleccion y posterior manejo
de los transformantes, frente a aquellas cepas que mantengan los alelos mutantes en su
genoma. Esta eliminacion de las mutaciones se podria producir en dos momentos:

A) Una posibilidad (figura 34A) apunta a que se produzca al forzar la
recombinacién y expulsién del marcador. Si esta recombinacién ocurre, en todos
los casos, por las zonas que producen la expulsion de fa mutacién termosensible
(lineas rojas punteadas) no obtendriamos estirpes con los alelos mutantes en su
genoma. Estas tampoco se obtendrian si, aunque la recombinacion se llevara a
cabo por todas las zonas posibles (lineas rojas y azules punteadas), las cepas que
portaran los alelos mutados no pudieran crecer en 5-FOA.
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[
Casec14-16 7 ~CaURA3 CaSEC14
A) Expulsién y seleccién B)

en 5-FOA |

B) Recombinacion
mitética

Zona por la que al recombinar se expulsaria la mutacién

~ - - Zona por la que al recombinar no se expulsaria la mutacion

% Expulsion del marcador CaURAS3 y seleccidon con 5-FOA

—> Recombinaciones mitéticas posteriores a la seleccion con 5-FOA

wx® Zonas cuadriculadas: DNA gendémico

=== Zonas coloreadas: DNA de origen plasmidico

== (CaSEC14 wm CaURA3 mm hisG

mzm  DNA adyacente aCaSEC74 en el genoma de C. albicans

©  Mutacioén introducida w=sm vector (SK Bluescript)

1y 26 3y 4: posibles células hijas originadas si se producen recombinaciones
mitéticas por la zona sefialada con las lineas verdes
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B) Otra posibilidad seria que en alguno de los clones Ura- obtenidos tras la
seleccion en 5-FOA se encontraran, en un primer momento, los alelos
termosensibles pero .que éstos fueran posteriormente eliminados mediante
recombinaciones posteriores (figura 34B, linea verde). Tras las posibles
recombinaciones mitéticas, en parte de la progenie ias mutaciones termosensibles
podrian localizarse en el mismo alelo que se encuentra interrumpido (figura 34, 1),
o podrian haberse eliminado del genoma dando lugar, en ese caso, a cepas
idénticas a CNC21 (figura 34, 3). En cualquiera de estos casos, dichas células
hijas podrian tener ventajas selectivas frente a aquellas células que continuaran
portando los alelos termosensibles (figura 34, 2 6 4).

A pesar de que en las estirpes termosensibles de C. albicans seleccionadas no se
encuentren los alelos Casec74-1 y Casec14-7, su estudio podria resultar provechoso ya
que, analizando su capacidad de filamentacion, se comprobé que presentaban fenotipos
interesantes. Estos fenotipos incluyen patrones muy variados tanto en la morfologia del
cultivo (predominio de levaduras o filamentos) como en el porcentaje de lisis a 37 °C (tabla
iX). De esto se concluye que hemos obtenido una coleccion de mutantes cuyo estudio
mas profundo podria aportar datos novedosos sobre procesos celulares muy relevantes
en C. albicans, como son la transicion dimérfica o los procesos relacionados con la
integridad celuiar cuyo defecto produce lisis a 37 °C.

Es posible que existan diferencias entre las mutaciones de S. cerevisiae que
producen fenotipos termosensibles y las que puedan producir dichos fenotipos en
C. albicans. Debido a ello, es importante destacar que, para construir mutantes
termosensibles en un gen definido de C. albicans, podria ser mas efectivo mutagenizar
dicho gen al azar y comprobar el fenotipo producido por los alelos mutantes directamente
en C. albicans que intentar introducir en C. albicans la mutaciones similares a las de
S. cerevisiae. Por Ultimo, otro factor a tener en cuenta a la hora de estudiar fenotipos
termosensibles en C. albicans es la temperatura restrictiva. El hecho de que ia
temperatura éptima de crecimiento de esta levadura patégena sea de 37 °C sugiere que
para comprobar la termosensibilidad en esta especie podria ser importante utilizar
temperaturas mas elevadas (ej. 42 °C).

2.3. Nuevas estrategias para comprobar la esencialidad de distintos
genes de C. albicans -

La aparicion constante de nuevas herramientas para la manipulacién genética de
C. albicans, sugiere nuevas posibilidades para comprobar de una manera mas
concluyente si un gen de esta especie es esencial para su crecimiento y viabilidad celular.

Por ejemplo los promotores regulables que bloquean la expresién de un gen en
condiciones de represion son herramientas vélidas para esta comprobacion. Se podria
construir una cepa de C. albicans con un alelo del gen de estudio interrumpido y otro bajo
la regulacion de un promotor de este tipo. Si esta estirpe solamente creciera en
condiciones de induccién nos encontrariamos ante un gen esencial. La carencia, hasta
hace poco tiempo, de genes indicadores que funcionaran en C. albicans ha dificultado el
estudio de la fuerza o regulacién de los distintos promotores de los genes de esta
especie. Recientemente, se han descrito algunos promotores regulables pero que
mantienen un nivel de expresién incluso en condiciones de represién. Estos son los de los

118



DISCUSION

genes GAL1 (Srikantha et al., 1996), MAL2 (Brown et al., 1996a), HEX1 (Mio et al., 1997)
y PCK1 (Stoldt et al., 1997). Sin embargo, el promotor del gen MRP1 (inducible por
maltosa) se ha utilizado para construir un mutante de C. albicans con un alelo de TOP1
interrumpido y el otro bajo el control de dicho promotor. En la cepa mutante obtenida, en
condiciones de represidn, no se detecto la actividad DNA topoisomerasa | codificada por
TOP1 (Jiang et al., 1997). Esto parece indicar una expresion nula de dicho gen y sugiere
que dicho promotor si que puede utilizarse para comprobar qué genes son esenciales en
C. albicans. Ademas, actualmente también se esta estudiando la regulacion de otros dos
promotores de genes que intervienen en la sintesis de aminoacidos en C. albicans
(CaHIS4 y CaARG5,6) para su posible utilizacion en sistemas de expresion regulados en
C. albicans (Negredo et al., 1997a).

e DR SR
R R AR BB BRI RN

CNC43 (ura3A his1A arg5,6A)
\V
CaARGS5,6

CaURA3

Falta de crecimiento de colonias
en 5-FOA, tras forzar la expulsion
del plasmido, si el gen que se
estudia es esencial 6

g3 Zonas cuadriculadas: DNA gendmico
mm Zonas coloreadas: DNAs con que se transforma

—> Tranformacién con los distintos DNAs
—> Expulsién del marcador CaURA3y seleccién con 5-FOA
mm  Gen del que se quiere comprobar la esencialidad

mm CaHIS1 mm CaURA3
— CaARG5,6 mm vector (que funcione en C.albicans)
DNA adyacente al gen motivo de estudio en el genoma de C. albicans
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Otra estrategia factible, desde el punto de vista tedrico, para comprobar si un gen
es esencial en C. albicans consistiria en la utilizacién de cepas con tres auxotrofias.
Desde hace algunos arios, existen cepas de C. albicans que presentan varias auxotrofias,
como C. albicans 1006 (MPA1 ser57 ura3 lys1 arg4) (Goshorn y Scherer, 1989) o 1161
(MPA1 ser57 ura3 lys1 arg4 gal1) (Goshomn et al,, 1992); sin embargo, estas estirpes
habian sido obtenidas mediante mutagénesis, lo que implica la existencia de cierta
frecuencia de reversion. Recientemente se ha descrito la construccion de C. albicans
CNC43 (ura3A his1A arg5,6A) que al haber sido obtenida mediante interrupcion de los
genes correspondientes no presenta problemas de reversion (Negredo ef al, 1997).
Debido a que los genes que complementan dichas auxotrofias también han sido clonados
(Gillum et al., 1984; Negredo ef al., 1997; Pla ef al., 1995), se dispone de una cepa en la
que tedricamente se podria cotransformar con tres DNAs que portaran tres marcadores de
seleccion diferentes. Esta cepa representa un herramienta muy versati para la
manipulacion genética de C. albicans y una de sus aplicaciones podria ser comprobar la
esencialidad de los genes en esta levadura. Para ello (figura 35) habria que, en primer
lugar, interrumpir en esta cepa un alelo del gen de interés con uno de los genes
marcadores. Después, se podria cotransformar con dos DNAs que portaran los dos
marcadores de seleccion restantes: un DNA lineal dirigido a interrumpir el segundo alelo
del gen de estudio y un plasmido que portara dicho gen y, de esta forma, complementara
su carencia. Si posteriormente se forzara la pérdida del plasmido y mediante sistemas de
contraseleccion adecuados (ej: 5-FOA) se pudieran seleccionar aquellos clones que lo
hubieran perdido, éstos solamente crecerian el caso de que no se tratara de un gen
esencial.

3. CaSec14p ES LA PROTEINA DE C. albicans HOMOLOGA A
Sec14p DE S. cerevisiae.

Los resuitados obtenidos durante la realizacién de la presente memoria indican
que la proteina CaSec14p de C. albicans es homéloga a Sec14p de S. cerevisiae tanto
por su funcién como por su secuencia. Esto se apoya en los datos expuestos a
continuacién.

1) CaSec14p comparte un 67,8 % de identidad con Sec14p de S. cerevisiae. Los
porcentajes de identidad que comparten distintas proteinas de C. albicans con sus
proteinas homdlogas de S. cerevisiae son bastante variables, algunos son superiores y
otros significativamente inferiores a 67,8 % (ver tabla Xl). Esto implica que la identidad
presentada entre las proteinas Sec14p de ambos organismos concuerda perfectamente
con la idea de que se traten de las proteinas homologas en ellos.

2) CaSec14p complementa el fenotipo del mutante termosensible CTY1-1A de
S. cerevisiae, cuando se encuentra codificada desde un plasmide multicopia (pLM1), asi
como cuando se codifica desde un plasmido centromérico (pCEN1). En estos mutantes
puede existir proteina Sec14p® de S. cerevisiae vy la proteina de C. albicans podria, de
alguna manera, colaborar con ella en desarrollar su funcién a la temperatura no permisiva;
pero también es posible que CaSec14p simplemente sustituya la funcién de la proteina
termosensible de S. cerevisiae. Por otra parte, CaSEC74 en un plasmido multicopia
tambien puede complementar un mutante de S. cerevisiae interrumpido en SEC14, Io cual
indica claramente que la proteina CaSec14p de C. albicans puede sustituir a Sec14p de
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S. cerevisiae en su funcion celular. De ello se deduce que CaSec14p podria intervenir en
S. cerevisiae en la formacion de vesiculas de secrecion a partir de las dltimas cisternas
del aparato de Golgi de igual forma que lo hace Sec14p; es decir, a fravés de la
regulacion de la sintesis de PC como se propone en el modelo del sensor (figura 7).

ADH1 ADH1 85,1 (Bertram et al., 1996)

CPH1 STE12 74 (Liu et al., 1994)

MKC1 SLT2 55 {Navarro-Garcia ef al., 1995)
SEC18 SEC18 50 {Nieto et al., 1993).

PDE1 PDE1 44 {Hoyer et al., 1994)

SEC14 SEC14 67 (Monteoliva et al., 1996)

Aunque, debido a la falta de un mutante de C. albicans en CaSEC14, no podemos
saber su funcién real en esta levadura patégena, podemos suponer que CaSec14p podria
intervenir, también en C. albicans, en la formacion de vesiculas de secrecién a partir del
aparato de Golgi tardio. Sin embargo, en C. albicans existe otra proteina que esta
relacionada con la funcidén de Sec14p en S. cerevisiae y parece no ser homdéloga a
ninguna proteina de S. cerevisiae. Dicha proteina estd codificada por un gen que, en
multicopia, suprime el fenotipo termosensible del mutante de S. cerevisiae CTY1-1A.
Distintos plasmidos, pLM13, pLM15 y pLM19, clonados en el rastreo del mutante
(resultados, punto 1.3) portan este gen. Se ha secuenciado un fragmento importante
(aproximadamente 2 kb) de dicho gen supresor y no se ha encontrado ninguna
homologia suficientemente significativa con las secuencias depositadas en las bases de
datos (entre ellas el genoma completo de S. cerevisiae)(resultados no mostrados). Esta
proteina podria estar relacionada también con la funcién de CaSec14p en C. albicans y su
estudio mas profundo podria aportar datos novedosos sobre la funciéon de CaSec14p en
la propia C. albicans.

CaSec14p yfo su relacion con otras proteinas es ligeramente diferente en
C. albicans y en S. cerevisiae, ya que CaSec14p presenta una movilidad electroforética
menor cuando se detecta en C. albicans que cuando es detectada en S. cerevisiae (figura
31). Esto podria deberse a diferentes razones:

A} Por ejemplo, CaSec14p podria sufrir algun tipo de modificacion post-
traduccional, tal como glucosilacién, que afecte notablemente al tamano de la
proteina. Sin embargo, este proceso tendria lugar en C. albicans pero no en
S. cerevisiae, ya que cuando se detecta en esta ultima levadura su movilidad es la
esperada. Por lo tanto, en caso de que se produjera algun proceso de este tipo,
éste se reqularia mediante sefales distintas en C. albicans y en S. cerevisiae.

B) Otra posible explicacion, no mutuamente excluyente con ia anterior,
seria que CaSec14p se encontrara unida covalentemente a otra proteina, de forma
que no se disociara en las condiciones desnaturalizantes del gel de poliacrilamida
utilizado. No es probable, por el tamaro de la banda detectada, que CaSec14p se
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encuentre asociada a si misma formando un dimero; sin embargo, es posible que
se encuentre asociada a otra proteina diferente. En ese caso, es posible que la
nueva proteina se tratara de la enzima colinafosfato citidilitransferasa, sugiriendo
un mecanismo de accién similar al de Sec14p de S. cerevisiae, o de cualquier otra
proteina de C. albicans, en cuyo caso, su estudio podria ser de elevado interés.

4. LAS PITPs HUMANAS CUMPLEN LA FUNCION DE Sec14p EN
S. cerevisiae.

El hecho de que CaSEC14 se trate de un gen esencial, convierte a Sec14p en una
candidata adecuada para ser utilizada en la bdsqueda de nuevos farmacos antifingicos.
Debido a que una de las caracteristicas mas deseables en todo antifingico es presentar
selectividad por su diana en la célula fungica frente a las proteinas homélogas humanas y
evitar asi problemas de toxicidad, se procedié a estudiar las posibles homologias entre
proteinas humanas y Sec14p.

Se considera que las proteinas de transferencia de fosfatidilinositol de mamiferos,
a pesar de no presentar una secuencia similar a Sec14p, realizan en las células de
eucariotas superiores la misma funcion que Sec14p en levaduras. Esto se apoya, como
ya se ha comentado en la introduccién, en que ademas de presentar la misma actividad
bioguimica in vitro (Aitken ef al., 1990) y una masa molecular muy parecida, tanto Sec14p
puede sustituir a las PITPs de mamiferos en todas las funciones en que han sido
implicadas (ver figura 8) (Cunningham et al,, 1996; Hay y Martin, 1993; Ohashi ef al,,
1995), como ambas isoformas de la PITP de rata son capaces de complementar, en un
plasmido muiticopia, los defectos de crecimiento y secrecion de un mutante de levadura
seci14®. (Skinner et al., 1993, Tanaka y Hosaka, 1994).

Para |la posterior aplicacion de CaSec14p como diana en la busqueda de nuevos
agentes antifungicos puede resultar muy beneficioso que las proteinas humanas que
realizan su misma funcion no tengan una secuencia similar. Esta diferente secuencia
refleja que entre ambas proteinas existiran diferencias que facilitaran la consecucion de
farmacos que inhiban selectivamente la proteina fungica. Como los datos existentes sobre
la capacidad de la PITPs de mamifero de complementar mutantes de levadura se referian
a proteinas de rata, parecia interesante realizar estudios de complementacién con las
proteinas humanas.

Para ello, los genes que codifican ambas isoformas de las PITPs humanas fueron
amplificados y subclonados en un vector episdmico bajo el control del promotor GAL1.
Con estas construcciones se estudid la capacidad de las proteinas humanas de
compiementar mutantes sec74 de levadura.

Se comprob6é que ambas isoformas de la PITP humana, tanto la o como la p,
pueden complementar los defectos de crecimiento mutante termosensible de S. cerevisiae

CTY1-1A (figura 33). Este resultado concuerda con los descritos por otros autores para
las isoformas de la PITP de rata.

Ademas, también se comprobdé que ambas isoformas de las PITPs humanas
complementan la falta de crecimiento de un mutante de S. cerevisiae con el gen SEC14
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delecionado. Este dato es de gran relevancia, ya que implica que estas proteinas son
capaces de sustituir {a funcion de Sec14p en S. cerevisiae.

Los datos de Skinner y col. (Skinner et al, 1993) son aparentemente
contradictorios con esta afirmacion, ya que estos autores describieron que la PITPa de
rata no era capaz de complementar un mutante de levadura interrumpido en el gen
SEC14. Para comprobarlo realizaron construcciones genéticas en las que el cDNA del
gen estructural de PITPa se situé bajo el control del promotor de SEC74. Dichas
construcciones, en un plasmido multicopia, complementan a un mutante sec74
termosensible pero no a un mutante con el gen SEC714 delecionado. La explicacion
sugerida por estos autores a esta falta de complementacion era la reducida afinidad que
PITPa de rata presenta por las membranas de Golgi con respecto a Sec14p.

Dado que las isoformas o de las PITPs humana y de rata unicamente presentan
tres aminoacidos diferentes a lo largo de toda la proteina (bastante separados entre si),
no parece probable que dichas proteinas sean lo suficientemente distintas para que exista
esa diferencia en la capacidad de complementacion. Parece mas coherente la idea de
que los distintos promotores bajo los que se regula la expresion de estas proteinas
puedan producir resultados diferentes. La proteina de rata se encuentra bajo el control del
promotor de SEC14 que es constitutivo y la humana bajo el control del promotor inducibie
de GAL7. Esto implica que, en condiciones de induccion, podria haber un exceso de
proteina humana que no existiria en el caso de la de rata y podria deslocalizarse en los
alrededores del aparato de Golgi realizando asi la funcién de Sec14p.

Para comprobar esta hipotesis habria que hacer estudios de complementacién con
otras construcciones de la proteina humana con menores niveles de expresion, asi como

estudios de localizacién las PITPa de rata y humana cuando se expresan desde distintas
construcciones.

Todos estos datos no excluyen el modelo propuesto por de Vries y col. y
comentado anteriormente segun el cual la isoforma PITPp realizaria las mismas funciones
que Sec14p in vivo, mientras que la isoforma PITPa estaria implicada en otro tipo de
funciones celulares (De Vries ef al., 1995).

E! descubrimiento de la capacidad de ambas isoformas de la PITPs humanas de
complementar mutantes de S. cerevisiae interrumpidos en el gen SEC74 es de gran
relevancia, ya que, hasta la fecha, no existia ningin dato sobre la complementacién de
mutantes sec74 interrumpidos por parte de la PITPp de mamiferos y los datos que habia
sobre la isoforma « indicaban falta de complementacion. Aqui, por el contrario se aportan
datos que indican la capacidad de ambas isoformas de sustituir 1a funcién de Sec14p en
la levadura y, por lo tante, apoyan ia idea de que las proteinas de transferencia de
fosfatidilinositol de mamiferos son las homoélogas funcionales de Sec14p en dichos
organismaos.

Recientemente, se ha descrito la secuencia de un gen humano al que se ha
denominado SEC14L. por compartir cierta homologia en una zona de su secuencia con SEC74
de S. cerevisiae (Chinen et al., 1996). No se conocen datos a cerca de la funcion de Sec14Lp.
La comprobacién de que SEC14L comparte mayor homologia con las secuencias de otros
genes de ofras especies (ORF YNO?2 de C. efegans y el gen que codifica la proteina de
union a retinal de “Japanese flying squid’ o Todarodes pacificus, proteina que une ligandos
hidrofébicos) que con SEC714 de levadura, podria sugerir que la funcion de Seci4lp esté
relacionada con la unién de algln tipo de ligandos hidrofébicos. De esto se deduce que la
funcién de Sec14lLp puede no tener ninguna relacion con la funcion de Secl14p, lo que
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concordaria con que la PiTP es la proteina que realiza la misma funcién en células humanas
que Sec14p en levaduras.

5. CaSec14p COMO DIANA PARA EL DESARROLLO DE NUEVOS Y
SELECTIVOS AGENTES ANTIFUNGICOS.

Todo lo expuesto hasta el momento indica que CaSec14p cumple muchos de los
requisitos deseables para considerarla como una buena diana que podria ser utilizada en
la basqueda de nuevos farmacos con actividad antifungica. Esto supone un interés
anadido a este trabajo ya que tiene, ademas del interés puramente basico del estudio de
este gen, una posible aplicacion en la busqueda de soluciones terapéuticas para el
problema de las candidiasis. Las caracteristicas que presenta CaSec14p y la convierten
en una buena candidata para ser utilizada como diana son:

1) CaSEC14 es un gen esencial para el crecimiento de Ia levadura,

2) Se encuentra en un ndmero importante de especies de levadura: S. cerevisiae
(Bankaitis et al., 1989), K. lactis (Salama ef al., 1990), S. pombe (Bankaitis et al., 1989),
Y. lilpolytica (Lopez et al., 1994) y C. glabrata (EMBL data library). Ademas, las proteinas
Sec14p de todas estas especies presentan un porcentaje bastante elevado de identidad.
Todo ello, sugiere un elevado grado de conservacidén entre estas proteinas de las
distintas especies de eucariotas inferiores. Gracias a esta conservacion parece posible,
utilizando Sec14p como diana, encontrar antifungicos con un amplio espectro de accion.

3) Tiene una supuesta actividad bioquimica (transferencia de fosfatidilinositol y
fosfatidilcolina entre membranas lipidicas) que podria medirse mediante un ensayo
bioquimico in vitro (Aitken ef al., 1990). Esto permitiria ensayar in vitro la mayor o menor
potencia de inhibicidn, de dicha actividad bioquimica, presentada por la distintas
sustancias ensayadas en la btusqueda del mencionado antifungico.

4) Las secuencias de las proteinas humanas que realizan funciones similares a
las de Sec14p, PITPa y PITPP, no comparten ninguna homologia con su secuencia de
aminoacidos. Este dato es de elevada importancia, ya que permite suponer que podria ser
relativamente sencillo encontrar sustancias que inhiban selectivamente la proteina del
hongo y no las humanas, evitando asi futuros problemas de toxicidad del medicamento.

5) Las proteinas humanas PITPa y PITPB complementan mutantes de
S. cerevisiae interrumpidos en el gen SEC14. Esta capacidad representa otra ventaja a la
hora de disefar busquedas de sustancias que inhiban selectivamente la proteina flngica
frente a la humana, ya que permite disefar numerosos sistemas de busqueda de
sutancias antifingicas selectivas in vivo. Los ensayos in vivo se realizarian
directamente sobre levaduras y permitirian detectar la selectividad de dichas sustancias
para bloquear la funcion de la proteina de levadura y no de la humana. Estos ensayos
conviene que sean lo mas sencillos posible y que se realicen en placas multipocilio, de
manera que sea factible probar cantidades muy pequefias de un numero muy elevado de
sustancias. Dos ensayos de este tipo, en los que las cepas adecuadas de levadura se
siembran en placas muitipocillo, se inocula una sustancia a ensayar en cada uno de los
pocillos de la placa y después de la incubacién segun el crecimiento de las lfevaduras u
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otra caracteristica de ellas podemos conocer la selectividad del compuesto ensayado, se
describen a continuacién: ~

A) En uno de estos ensayos, se podria comprobar la actividad inhibitoria de los
diferentes compuestos frente a una unica estirpe de levadura sec74A en la que se
exprese tanto la proteina de levadura como una de las isoformas de la PITP humana.
Para poder detectar ia inhibicion diferencial de estas dos proteinas por parte dei
antifungico, la PITP humana se podria regular bajo el control del promotor GAL1 (figura
36A) mientras Sec14p portaria su propio promotor. Asi, Sec14p no se encontraria
regulado por las fuentes de carbono sino que su expresioén seria constitutiva, mientras que
PITPB solo se expresaria con galactosa. En este caso, habria que comprobar la
capacidad de crecimiento de la cepa en estudio frente a las distintas sustancias utilizando
tanto glucosa como galactosa como fuentes de carbono. En aquellos pocillos en que la
cepa creciera Unicamente con galactosa, estariamos frente a un compuesto con la
selectividad buscada. Una estirpe con plasmidos que expresen ambas proteinas se
construyé durante la realizacion de este trabajo (SSCO03, punto 3.2.2. de los resultados),
pero se podrian construir otras cepas para optimizar un ensayo de este tipo: por ejemplo
se podrian integrar las construcciones de expresion de las proteinas Sec14p y PITPB en
el genoma o se podria expresar CaSec14p en lugar de Sec14p.

B) En otro ensayo de este tipo, se podrian utiizar dos mutantes de S. cerevisiae
con el gen SEC14 delecionado que pudieran sobrevivir gracias a la complementacién de
la funcién anulada desde un plasmido que porten. En uno de los mutantes e! plasmido
deberia expresar Sec14p de levadura y en el otro una PITP humana (figura 36B). Si estos
mutantes tuvieran el fondo genético y los plasmidos adecuados, uno de ellos podria
presentar colonias de color rojo mientras que las del otro serian blancas. Esta variacion de
color se podria aprovechar para diferenciar faciimente el crecimiento de ambas cepas y
permitiria inocular ambas cepas juntas en cada uno de los pocillos de la placa. Esto
representa una ventaja respecto al ensayo anterior porque la utilizacion de una unica
placa multipocillo supone ahorro de trabajo y, sobre todo, de las sustancias a ensayar. Sin
embargo, el utilizar dos cepas distintas podria representar una desventaja respecto al
método anterior si éstas no presentaran igual velocidad de crecimiento, ya que esto podria
falsear los resultados. Después de la inoculacién de la placa multipocillo con las distintas
sustancias y de la incubacién adecuada, se detectaria el crecimiento de las cepas
simplemente por diferencias de color. En aquellos pocillos en los que no se observe color
rojo y si blanco se encontrarian las sustancias que nos interesan, ya que se habria
bloqueado la funcién de la proteina de la levadura y no la humana. Algunas cepas
adecuadas para realizar este ensayo ya estan construidas. Asi la estirpe CTY588
(sec14A1::HIS3/ pCTY11), en la que el pldsmido porta el gen SEC714 de S. cerevisiae, es
de color rojo cuando crece en condicicnes limitantes de adenina, mientras que las estirpes
SSC12 (secT4A1::HIS3/pYPla) o SSC13 (sec14A1::HIS3/pYPIB) en las que los plasmidos
llevan las proteinas humanas, forman colonias de color blanco (figura 36B). También, para
realizar el ensayo directamente sobre la proteina de C. albicans, se podria sustituir en
CTY588 el gen SEC14 por su homélogo de C. albicans.

Como estos ensayos, se pueden disefiar muchos otros (con distintos promotores
regulables, distintos genes indicadores, etc.}) con los que se facilite la busqueda de
inhibidores selectivos del crecimiento del hongo. De esta manera, podrian encontrarse
algunas sustancias para utilizar como compuestos “cabeza de serie” y de su optimizacion
para uso clinico podria surgir un farmaco con buenas caracteristicas para tratar el
problema clinico que representan las candidiasis.
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De todos los datos expuestos a lo largo de la presente memoria se puede concluir
que, ademdas de haber estudiado las caracteristicas intrinsecas del gen SEC74 de
C. albicans y la proteina que codifica, se ha comprobado que dichas caracteristicas lo
convierten en un candidato adecuado para explorar su posible utilizacion como diana en
el desarrollo de nuevos y selectivos agentes antifingicos. Estos farmacos podrian
colaborar en la erradicacion del problema clinico que actualmente supone la candidiasis o,
incluso, podrian ser utilizados para el tratamiento de otras infecciones flingicas que cada
dia estan adquiriendo mayor relevancia.
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A)
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selectividad buscada
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CONCLUSIONES

1. La clonacion del gen CaSEC714 de C. albicans, mediante complementacién
funcional del fenotipo termosensible de un mutante sec14® de S. cerevisiae, permitié

comprobar que dicho gen de C. albicans es el homodlogo funcional de SEC74 de
S. cerevisiae.

2. CaSec14p es una proteina de 301 aminmodcidos que comparte un 67% de
identidad con Sec14p de S. cerevisiae, asi como porcentajes similares con los genes
homologos de ofras levaduras relacionadas. Por tanto, la proteina Sec14p de C. albicans
es homéloga estructural de SEC174 de S. cerevisiae

3. CaSEC14 es un gen esencial para el crecimiento y viabilidad de C. albicans, ya
que no es posible obtener cepas de este organismo delecionadas en ambos alelos de
dicho gen.

4. La deteccion de CaSec14p con anticuerpos frente a la proteina Sec14p de
S. cerevisiae demuestra que dicha proteina presenta menor movilidad electroforética
cuando es expresada en C. albicans que cuando se expresa en S. cerevisiae. Esto puede
ser debido a diferencias en la maduracién o en la asociacion con otras proteinas.

5. El alelo mutante del gen SEC74 de C. albicans sec14-1, obtenido mediante
PCR, se comporta como un alelo termosensible cuando se expresa en S. cerevisiae.

6. Las isoformas o y § de |a proteina humana de transferencia de fosfatidilinositol y
fosfatidilcolina (PITP) son capaces de complementar el fenotipo termosensible de
mutantes sec14® de S. cerevisiae y de sustituir la funcion de Sec14p en estirpes de
S. cerevisiae con el gen SEC14 delecionado, a pesar de no existir homologia entre la
secuencia de dichas proteinas y Sec14p de levaduras. Por lo tanto, ambas isoformas de
la PITP humana son homologas funcionales a las proteinas Sec14p de levaduras.

7. CaSec14p presenta algunas de las caracteristicas deseables para ser utilizada
como diana en i{a busqueda de nuevas sustancias antifingicas efectivas que no
presenten problemas de toxicidad.
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The yeast SECI4 gene product is required for the transport of proteins from the Golgi complex. We have cloned the
homologous Candida albicans SECI4 gene {CaSECI4) by functional complementation of a Saccharom yees cerevisiae
thermosensitive mutant, sec/4'. Some putative TATA boxes have been identified in CaSECT4 and, contrary to
S. cerevisine SECI4, no introns were found in the Candida homologue. Sequence analysis revealed that CaSecl4p is
a 301 amino acid protein, 67% identical to S. cerevisive and Kluyveromyces luctis Sec14p, and 61% identical to the
300 amino-terminal residues of Yarrowia lipolytica Secldp. Hydrophatic profile analysis of CaSecldp suggests a
soluble protein without transmembrane domains, as has been described for the S, cerevisize counterpart. While it
was easy to disrupt one allele of SECI4 in C. albicans, repeated attempts to disrupt the second allele were
unsuccessful, thus suggesting that the gene could be essential for vegetative growth in C albicans. The sequence has

been deposited in the EMBL data library under Accession Number X81937.

KEY WORDS — SEC14; Candida albicans; protein secretion; pathogenic fungi; PI-TP

INTRODUCTION

Protein secretion is an essential process carried out
by all living cells. In eukaryotes, the secretory
pathway plays an essential role in cellular physiol-
ogy, involving an initial translocation event of
proteins across the membrane of the endoplasmic
reticulum (ER) followed by transport from the ER
to the Golgi apparatus and to the cell surface.
In the model veast Saccharomyces cerevisiae, this
process has been genetically analysed through
isolation of different mutants (sec) specifically
defective in defined steps of the protein secretion
pathway (Novick et al., 1980). Since these sec
mutations affect membrane biogenesis and cell
surface growth, which are processes essential for
normal cell growth, mutants have been obtained
displaying a conditional lethal temperature-
sensitive phenotype: at the non-permissive tem-
perature (37°C), they accumulate different types
of intracellular organelle structures (such as the
ER and secretory vesicles) and the proteins that
would normally be secreted remain inside the
cell, frequently associated with the accumulated
organelies.
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One of these mutations in the SECI4 gene,
secl4, blocks the transport of proteins at the
yeast Golgi complex level (Bankaitis er al., 1989).
Gene disruption experiments indicate that SECI4
is an essential gene for S cerevisize vegetative
growth. The discovery of homologues of this gene
in Kluyveromyces lactis (Salama er al., 1990),
Schizosaccharomyces pombe (Bankaitis ez al., 1989)
and Yarrowia lipofytica (Lopez et al., 1994) is
consistent with the important role attributed to
the corresponding gene product. For example,
although in Y. lipolyiica Secldp is not an essen-
tial protein, it is assumed to play a role in the
dimorphic transition of this fungus. Biochemi-
cal work has established that Secldp is a
phosphatidylinositol/phosphatidylcholine transfer
protein (PI-TP) (Bankaitis er a/, 1990) that
localizes as a peripheral Golgi membrane protein
(Cleves et al., 1991). In its phosphatidylcholine-
bound form, Secidp represses the CDP-choline
pathway in yeast Golgi membranes by inhibiting
choline-phosphate cytidyltransferase, regulating
in this way the lipid composition of the mem-
branes and making them functicnal for secretion
(Skinner et al., 1995). The importance of Secldp is
demonstrated by the recent isolation of rat cDNAs
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Table 1. Strains used in this study.
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Strain

Relevant genotype

Source or reference

S, cerevisiae

CTYIL-1A MATa wra3-52 Ahis3-200 lys2-801" secld4-17 Salama et al. (1990)
E. coli
DHS5aF’ K-12 AllacZYA-argF) , sosupE44 thi-1 recAl endAl Glover (1985)
hsdRI17 gyrA relAl (¢80lacZAMIS)F
MCI1061 araDI39A(ara-lew) 7697 A(lac) X74 galU galK straAd Navarro-Garcia et a/. (1995b)
C. albicans
1006 MPAL ser57 wra3 lysl argd Goshorn and Scherer (1989)
1001 Wild type from CECT, ATCCG64385 Gil er al (1988)
SCs314 Wild type Gillum et al. (1984)
CAl4 wra3Azimmd34fura3Aimmd 34 Fonzi and Irwin {1993)
CNC20 wradAiimm434iwra3 Az immd34 This study
CaSECI4fcaseci4A: hisG-CaURA3-hisG
CNC21 wra3Azimm434fura3Aimm434 This study

CaSECHcasecl4A::hisG

coding for phosphatidylinositol transfer proteins
that complement secl4 mutations in S. cerevisiae
(Dickenson er al., 1989; Tanaka and Hosaka,
1994) and a human phophatidylinositol transfer
protein whose sequence is very similar to the rat
proteins (Dickenson er al., 1994). Recently, a role
for all these PI-TP, including mammalian and
yeast proteins, in secretory vesicle formation has
been suggested (Ohashi ef al., 1995),

Interest in the study of essential functions of
Candida albicans at the molecular level has in-
creased in recent years because of the elevated
incidence of Candida infections among industrial-
ized countries. To date, C albicans is the most
common cause of fungal infections in immuno-
compromised patients, being responsible for the
development of infections in almost 90% of
these patients at some point during the course
of their disease (Dupont er al., 1992). Currently,
few antifungal drugs are available and these
have important side-effects which often limit their
therapeutic usefulness. Here, we describe the
cloning and characterization of the C albicans
SECI4 gene homologue and demonstrate its
essential function in this organism. Our data sug-
gest that Secl4p could play an important role in
the pathogenic fungus C. albicans and it may
therefore be used as a promising novel antifungal
target,

MATERIALS AND METHODS

Strains, media and growth conditions

The strains and plasmids used in this work are
described in Tables | and 2 respectively. The
construction of the C. afbicans 1001 genomic DNA
library has been described before (Navarro-Garcia
et al., 1995b). Escherichia coli strains DH5a and
MC1061 were used for standard plasmid amplifi-
cation, grown at 37°C in Luria-Bertani (LB) or
terrific broth (TB} medium supplemented with
100 pg/mi for plasmid selection.

Electroporation (Becker and Guarente,” 1991)
was used for amplification of plasmids isolated
from yeast. S cerevisiaze and C. albicans strains
were routinely grown in YED medium (1% yeast
extract, 2% glucose) or in SD minimal medium
(0-67% yeast nitrogen base without amino acids,
2% glucose) supplemented with the appropriate
auxotrophic requirements. The filamentation
ability of C. albicans strains was tested in Lee’s
medium (Lee e al., 19753).

DNA manipulations

All DNA manipulations were carried out essen-
tially according to standard procedures {Ausubel
et al., 1993; Sambrook et al., 1989), Plasmid DNA



SECi4 GENE HOMOLOGUE

Table 2. Plasmids used in this study.
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Name Description Source
pYEUra3 S. cerevisiae centromeric plasmid Clontech
pLM1 Original plasmid isolated in the screening carrying an 8 kbp insert with CaSECIH4 This study
pLMla A YEp352 derivative carrying a 4 kbp Hindl1I-BamHII fragment from pLM1 This study
pLMIb A YEp352 derivative carrying a 4 kbp HindIII-HindlI1 fragment from pLM1 This study
pCENI A pYEUra3 derivative carrying a 3-4 kbp Spel-Spel fragment from pLMI1 This study
pLY1 A YEp352 derived vector that contains a 2:1 kbp EcoRI-EcoR1 fragment (which comprises This study
most of the CaSECI4 ORF but lacks a fragment C-terminal corresponding to 14 amino
acids) into the EcoRI restriction site
pLU! A pUCI9 derivative carrying the same EcoRI-EcoRI fragment as pLY1 into the EcoRI This study
restriction site
pSLK2  SK Bluescript with the BamHI site filled with Klenow enzyme and religated This study
pSLK3B pSLK2 derivative with a 3-4 kbp Spel-Spel fragment carrying CaSECI4 inserted at the This study
Spel restriction site
pLIS4 pSLK3B derivative in which the internal 0-5 kbp Avalll-BamHI1 region of CaSECI4 has been This study

replaced with the BamHI-Bg/lI fragment containing the hisG-CaURA3-hisG construction

was isolated from S. cerevisiae by a procedure
described elsewhere (Polaina and Adam, 1991).
Southern hybridization analyses were carried out
using the Nonradioactive Labeling and Detection
Kit (Boehringer Mannheim) under high-stringency
conditions (68°C) in positively charged nylon
membranes following the manufacturer’s instruc-
tions. Polymerase chain reaction {(PCR) analysis
was carried out in a Perkin-Elmer Cetus DNA
thermal cycler. Pulse field gel electrophoresis
(PFGE} and Southern hybridizations were used
to map the CaSECI4 gene in 1001, 1006 and WO-1
C. albicans karyotypes (Navarro-Garcia ef al.,
1995a).

Genetic transformation procedures

"~ E. coli was routinely transformed according to
the method of Hanahan {(Glover, 1985) except for
the recovery of plasmids from yeast, in which
electroporation was used since it gave significantly
higher frequencies. S. cerevisine was normally
transformed by the lithium acetate protocol (Ito
et al., 1983). For the screening of the C. albicans
gene library, however, electroporation was carried
out using an ElectroCell Manipulator 600 (BTX
Laboratories). Aliquots of 400 pl of electrocom-
petent cells (Becker and Guarente, 1991) were
subjected to 1400 V for 5 ms, resulting in approxi-
mately 10° transformants/ug DNA, which were
selected at 37°C on minimal medium. C. afbicans
transformation was done following the standard
protoplast procedure (Herreros et al., 1992).

Candida gene disruption

Disruption of the CaSECI4 gene was achieved
by the two sequential transformation procedures
described by Fonzi (Fonzi and Irwin, 1993). pLIS4
(see Table 2} was digested with Spel and used to
transform C. albicans CAl4 strain, obtaining
CNC20, a transformant in which the chromosomal
CaSECI4 gene was correctly replaced with
the CaSECI4-hisG-URA3-hisG-CaSECI4 cassette.’
CN2Z1, a Ura™ derivative resulting from an intra-
chromosomal recombination step, was selected as
described (Fonzi and Irwin, 1993) except that first,
0-5 mg/ml 5-FOA and 25 pg/ml uridine were used
in the final selection medium and, second, prior to
5-FOA selection, cells were grown in liquid YED
medium supplemented with uridine at 30°C for
48 h. The genotypes of both Ura® (CNC20) and
Ura™ (CNC21) transformants were checked by
Southern blot analysis and PCR. In this case, the
specific oligonucleotides: Isecl (5-“GTCTAAGTA
GTTGAACATTGATA-3), which hybridized to
C. albicans DNA close to the CaSECI4 recom-
binant region; Ohg 1 (5-GTTTTCCGCCATCG
CAATCAGGC-3"), which hybridized to Salmo-
nella hisG gene and OQurader (5-GTGTAA
CGAATCAATGGCACTACAGC-3"), which hy-
bridized to C. albicans URA3 gene were used.

DNA sequencing and homology analyses

A set of nested deletions was constructed in
plasmid pLU1 using the Exonuclease 111 Nested
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BamH| BamHI*
Hind* Spel Hindi Spel
Plasmids Complementation of
EcoR coRl | EcoRl CTY1-1A
. L ! — ; plLM1 +
; N
! - CaSEC14
} )
j £ e—  —— pLM1a -
H L i
_| |: ; pLM1b -
— | — pCEN1 +
| —rrEE pLY1 +
= 050 kb
Figure 1. Restriction map of CaSECI4 locus and DNA subfragments complementing the

thermosensitive phenotype of §. cerevisiee CTY1-1A. Dotted blocks represent the CaSECI4
ORF. Complementation of the CTY1-1A strain was analysed by transformation with the
indicated plasmids. Restriction sites marked with (%) are derived from Yep352 polylinker.

Deletion Kit (Pharmacia), with Smal as pro-
tected. termini and Psrl as unprotected termini.
Fluoresceinated oligonucleotides were designed to
sequence specific regions not covered by the pre-
vious strategy. Plasmid DNA was purified from
E. coli transformants with Qiagen (Diagen,
Hilden, Germany) and sequenced with an Auto-
mated Sequencer (ALF, Pharmacia) according to
Sanger (Sanger ef al., 1977) with fluoresceinated
primers. Sequencing was carried out in the Auto-
matic DNA Sequencing Unit of this University.
Sequence comparisons and homologies were per-
formed with the FASTA algorithm (Pearson and
Lipman, ]1988). ‘

Enzymatic assays

Acid phosphatase and exoglucanase activities
were studied in C. albicans CAl4, CNC20 and
CNC21 strains on agar plates according to pub-
lished protocols (Cid er al., 1994; Meyhack er al.,
1982).

RESULTS AND DISCUSSION

Cloning of C. albicans SEC14 gene

A C albicans genomic library constructed in
the multicopy plasmid YEp352 (Navarro-Garcia
et al., 1995b) was screened to determine whether a
secl4"™ mutation in S. cerevisiae (strain CTY1-1A,
secl4-1) could be functionally complemented by
a C. albicans gene. Approximately 4 x 10° trans-

formants were screened by electroporation (see -
Materials and Methods) and 34 clones were ini-
tially identified by their ability to grow at 37°C.
Only four transformants were further character-
ized. One out of four of these transformants was
able to grow after 3 days of growth under selective
conditions (37°C) and hence were fully comple-
menting clones. The remaining three appeared
after 5 days as slow-growing colonies and presum-
ably had C. afbicans multicopy suppressor genes
whose characterization is currently under way.
Upon retransformation the plasmid recovered
from the first transformant, named pLM]I, was
confirmed to be responsible for the thermoresistant
phenotype. A standard restriction analysis allowed
us to establish that it displays an insert of 8 kbp
(its restriction map is shown in Figure 1) as well as
defining a 3-2 kbp Spel-Spel internal fragment still
able to complement the thermosensitive phenotype
of 8. cerevisiae CTY1-1A, even in the centromeric
plasmid pYEUra3 (Clontech).

Sequence analysis of the CaSEC14 gene

A 1330bp fragment was sequenced (see
Materials and Methods; EMBL accession num-
ber X81937). Analysis of this region (Figure 2)
revealed an open reading frame (ORF) of
903 bp able to code for a 301 amino acids protein
displaying extensive homology with S. cerevisiae
Secld4p (Figure 3a). This gene was named
CaSECI4.
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TATCT T AGTTAATCTT TTTTCTATTATCTAC TACTACAAAACATATTTGAGTTTTCARTC
TTTTTAGTTTGTTGTTTTCT I TT T TTTTTTGCCT TG TTCTTTTCACACACACACAGTAGA
CACACCCACACAGTTTCAACTTTCATTGCTTTTTTTTCTTTGCTTTCTGTTTTTTTTTTT
TTTCAATATCCTCTCT I TITTTCCCTT TCTTCTTTATAARACTTGT T TATTCCTGTTGTA
TTTTCAARATTGATTTATATATCATCTTT TAT TTGCATACACAATTTTGATAATATATAG
TCCTATCTCATCCCATCTTTTGCCATTCTCATCCCATCCCACTARATGACTACGATGACT
M T T M T

ACTGAAGAARTATTGGCTTCTTATCCACAARTCACCGCTCCARCCGATCAAACAGGTTAC
TEETIUDLDAS Y PQTITAZPTDOQTG Y

ACATCAAATTTAACACCTGAACAARAAACCACTTTAGATATATTCAGACAACAATTAACT
TS N - T P E Q KTTULODTITFUR D O L T

GAATTGGCT TATAAAGACAGATTAGATGATGCATCACTTTTAAGATTTCTTAGAGCAAGA
E L G ¥ K P RLUDUDA ASTULUILURTP FTILTU RUDBATR

ARATTTGATATTCAAAAAGCTATTGATATGTTTG TAGC TTGTGAAARATCGAGAGAAGAT
K F D I g X aIDMTFUV A CEZ WU RTE D

TTTGGTGTTAATACCATTTTAAARGATTTCCATTATGAAGAARAAC CCATTCTTGCTAAR
F G ¥V NTIUL KDV FHYTETETZ XKXU®PTI V A K

ATGTATCCAACTTATTATCATARARCTGATAARGATGGTCGTCCAGT TTATTTTGAAGAR
M Y P T Y Y H K TD XD G RUPV Y F E E

TTGGGTAAAGTTGATTTAGTGAAAATGTTCAAAATCACTACTCARGAACGTATGCOTTAAR
L GK VDLV KMTILIEKTITTUGOQETZ RMTL K

AACTTGGTATGGGAATATCGAAGCCATGTGTCAATATCGTTTACCTGCATGTTCAAGAARA
N L VW EYEAMTCOQTYU RTILUPA ATCECST R K

GCTGGTTATTTAGTGGARACTTCTTGTACTGTCT TAGATT TACTGGGTATTAGTGTGACT
A G YLV ETS CT VL DL S G I S V T

TCAGCTTATAATGTCATTGGTTATGTTAGAGAAGCTTCAAAAATTGGTCAAGATTATTAT
S A Y N V I G Y V REU ATSZIKTIG Q0 Y ¥

CCAGARAGAATGGGTAAATTTTATTTGATTAATGC TCCATTTGGGTTTTCTACTGCATTT
P E R M G K P Y L I NALPFGTF FSTATF

AARTTATTTARACCATTTTTGGATCCAGTGACTGTTTCTAAAATTCATATTTTAGGTTAT
K L F K P P L D PV TV S K I HTITULTG G Y

AGTTATAAAAARGAATTATTGAAACARATCCCACCTCARAATTTACCAGTCARATTTGGT
S Y K K ELL K@ I PP OQNILTUZPVEZ KT EF G

GGTATGTCAGATGTTTCTGATGACGATTTATTAT TAAAAGATGTTGGTCCTTGCAGAGAT
G M S DV S DDDIULILULIEKT DTV YGE P WZR D

CCAGAATTCATTGGTCCAGAAGGTGAATGTCCTACAGCTTATAACATTTALTCATATACA
P E F I G P EGETCT PR RUATYNTI -

CGTACACACACACAAACATACATACACCAACACACACACACACACACCACGCACACCACA
CACARGCACC 1330

60

120
180
240
300
360

420

540

600

560

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1101

Figure 2. Nucleotide sequence of CaSECI4 and deduced protein. Possible TATA boxes
are highlighted by bold print. The CaSECI4 sequence data are available from the
EMBL/Gen Bank data libraries under the accession number X81937.

Hydrophatic profile analysis of the CaSecldp
suggests a soluble protein without transmembrane
domains, as has been described for its S. cerevisiae
homologue. Computer-assisted analysis of this
sequence using the consensus boxes for S. cerevi-
siae genes identified two putative TATA boxes (in
bold Figure 2) at positions +215 and +256 of the
nucleotide sequence, a stop codon {TAA) and the
presence of a 3' terminal region enriched in cyto-
sine and adenine residues. Interestingly, there were

no apparent splicing sites within the Candida gene,
in contrast to S. cerevisiae and Y. lipolytica homo-
logues, which suggests the absence of introns.
Absence of the last 14 residues of CaSecldp does
not impair its biological function as determined by
restriction and functional analyses (Figure 1 and
Table 2).

The amino acid sequence of CaSecldp showed
67% identity with S. cerevisize Secldp as well
as with K lactis Secl4p and 61% with the 300
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CaSecl4p MTTMTTEEILASYPFQITAPTDQTGYTSNLTEEQKTTLDIFRQQLTELGYK 50
Sc8ecldp MVTRQEKEFLESYPQNCPPDALPGTPGNLDSAQEKALARLRKLLEDAGFI 50
KlSecldp MVSEQE--ILESYPQVCPSGSLSGTPGNLDSEQERKLKEFRELLESLGTK 48
ScYKJ1p MTT----SILDTYFQICSPNALPGTPGNLTKEQEEALLQFRS ILLEKNYK 46

*__ Lk, khk e ‘* L KRR LR L3 '* *
CaSecldp DRLDBASLLRFLRARKFDIQKAIDMPVACEKWREDLGVNTILKDFHYE- - 98
ScSecld4p ERLDDSTLLRFLRARKFDVQLAKEMFENCEKWRKDYGTDTILODFHYD- - 98
KlSecl4p ERLDDSTLLRFLRARKFDLEASKIMYENCEKWRKEFGVDTIFEDFHYE- - 96
ScYKJI1p ERLDDSTLLRFLRARKFDINASVEMFVETERWREEYGANTIIEDYENNKE 96
_***ﬁ__**ﬁ*&*i****__ . * . *_**.. *__**..*__
CaSecl4p ----ERKPIVAKMYPTYYHKTDKDGRPVYFEELCKVDLVEMLXITTQERML 144
ScSeclidp ----BEKPLIAKFYPQYYHKTDKDGRPVYFEELGAVNLHEMNKVTSEERML 144
KlSecldp ----ENTLVAKYYPQYYHKTDNDGRPVYIEELGSVNLTQOMYKITTQERML 142
SCYKJlp AEDKERIKLAKMY PQYYHHVDKDGRPLYFEELGGINLKKMYKITTEKQML 146
'k_ ‘ii' * * ***_'*.****'*'**** ..* "Ir *_*__'.**

CaSecl4p EKNLVWEYEAMCQYRLEACSRKAGYLVETSCTVLDLSGISVTSAYNVIGYV 194
ScSecldp KNLVWEYESVVQYRLEACSRAAGELVETSCTIMDLKGISISSAYSVMSYV 194
KlSecl4p KNLVWEYEAFVRYRLPACSRKAGYLVETSCTILDLKGISISSAAQVLSYV 192
ScYKJ1lp RNLVKEYELFATYRVPACSRRAGYLIETSCTVLDLKGISLSNAYHVLEYI 196

ek k  kAk kv koo kk ok ok kA ke ddk * ok * * *

CaSeclidp REASKIGQDYYPERMGKFYLINAPFGFSTAFKLFKPFLDPVTVSKIHILG 244
ScSecld4p REASYISQONYYPERMGKFYIINAPFGFSTAFRLFXKPFLDPVTVSKIFILG 244
KlSecl4p REASNIGONYYPERMGKFYLINAPFGFSTAFRLTKPFLDPVIVSKIFILG 242
ScYKJ1p KDVADISQONYYPERMGKFY I IHSPFGFSTMFKMVKEFLDPVTVSKIFILG 246

* *.********** * e ek ok ek k0 hhkkkkAhkdkkokd Akk

CaSeclip YSYRKELLKQIPPQNLPVKFGGMSDVSDDD--LLLKDVGEWRDPEFIGPE 292
ScSecldp SSYQKELLKQIPAENLPVKFGGKSEVDESKGGLYLSDIGPWRDPKYIGPE 254
K1SEcl4p SSYQKDLLKQTPAENLPKKFGGQOSEVSEAEGCLYLSDIGPWREEEYIGPE 292
ScYRJ1p SSYKKELLKQIPIENLPVKYGGTSVLHNPNDKFYYSDIGPWRDPRYIGPE 266

**‘*_****** .*'k* * _hk & . . . . .*.‘k*'k*_ kR ER
CaSecl4p GECXRAYNI----- 30l
ScSecldp GEAPEAFSM----K 304
KlSecl4p CGEAPKAFQL----- 301

SCcYKJ1p GEIPNIFGKFTVTS 310

* ¥k

Secidp Candida albicans 100
_|: Sec14p Saccharomyces cerevisiae &7
Secldp Kluyveromyces lactis 67
Sec1d4p  Yarrowia lipolytica 61

YKMp 8. cerevisiae (ORF YKLO9Tc) 591

Secl4p Caenorhabditis elegans 12

Figure 3. (a) Amino acid compatison between C. albicans Secldp (CaSecldp) and Seci4p of
other organisms: S. cerevisiae (ScSec14p), Khuyveromyces lactis (K1Secl4p) and the hypothetical
protein YKMp of 8. cerevisiue (ScYKI1p). Identical amine acids are denoted by (%) whereas
similar residues are marked by (.). (b) Dendrogram analysis of CaSecl4p with related proteing
from other microorganisms. Numbers indicate the percentage of identity between CaSecldp
and the homologue protein.
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Figure 4. CaSEC!4 deletion strategy. (a) Strategy used for the deletion of
one allele of the CaSECI4 gene in C. albicans CAI4 (see Materials and
Methods). The (-5 kbp Avalll-BamHI fragment of the CaSECI4 gene was
deleted and substituted by the hisG-Cal/RA3-hisG construction (pl.iS4).
The construction was digested with Spel to generate the recombinant DNA
that was used to transform the CA14 strain. The location of the oligonucle-
otide primers Ohgl, Oura3cr and Isecl used in PCR amplification to check
the recombinants is shown, The probe used to check the pene replacement by
Southern blot analysis is also shown. (b) Southern hybridization analysis of
genomic DNAs from strains CAl4 (lane 1), CNC20 (lane 2) and CNC2I
(lane 3) digested with EcoRIT using the 21 kbp EcoRI probe.

amino-terminal residues of Y. lipolytica Secldp These data demonstrate a high degree of conserva-
(Figure 3). CaSecl4p also shares 59-1% identity tion among the primary structure of fungal Secl4
with the YKLO91c ORF present in S. cerevisize proteins. However, CaSecl4p has no significant
chromosome XI, whose function is still unknown. sequence homology with other mammalian PI-TPs
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(Dickenson et al., 1989; Tanaka and Hosaka,
1994} despite the ability of these proteins to
complement a yeast sec/4™ mutation.

Chromosomal localization of secl4

CaSECI4 mapped (o chromosome 5 of C. albi-
cans 1006 strain and to chromosomes 2 and 4 of
C. albicans WO-1 strain (data not shown). This
implies that CaSeci4 localizes to the 5M fragment
of chromosome in the 1006 strain (Chu et al.,
1993).

Construction of a SEC14/secl4A heterozygote

For functional study of CaSECI4, we attempted
to disrupt this gene by the usual stepwise pro-
cedure (Fonzi and Irwin, 1993). Strain CAI4
(ura3Accimm434fura3A::imm434) was intergra-
tively transformed with a gene construct in which
the fragment Avalll-BamHI of the CaSECI4 gene
had been replaced by the AisG-Cal/RA3-hisG
cassette and this was digested with Spel. Eight
transformants were checked by PCR with two
pairs of oligonucleotides; namely, Isecl and
Oura3cr or Isecl and Ohgl. Isec] hybridizes to the
region adjacent 1o the recombination site while
Oura3cr hybridizes with the C albicans URA3
gene (see Figure 4). Six of these clones were seen to
carry the correct substitution that deleted the first
allele. One of them, named CNC20, was chosen for
recovering the initial auxotrophy by intrachromo-
somal recombination, by means of 5-FOA coun-
terselection. Ten Ura™ revertants were checked by
PCR and eight of them were seen to have under-
gone the desired intrachromosomal recombina-
tion, thus yielding strain CNC21. CNC20 and
CNC21 were also checked by Southern blot using
a 2-1 kbp EcoRI-EcoRI probe (Figure 4),

Attemnpts to disrupt the second allele were car-
ried out by transformation of strain CNC21, a
Ura™ ‘revertant of the first transformation. The
same construct was used for this second transfor-
mation but we could not identify any mutant
strain with the second allele blasted among 60
transformants checked by Southern blot. We inter-
pret this result as meaning that CaSECI4 may
be an essential gene in C. albicans as well as in
S. cerevisiae. '

In our experience, deletion of only one of the
two alleles of a particular gene in €. albicans may
lead to some kind of alteration in the phenotype,
suggesting a potential effect of gene dosage or
some kind of polymorphism in the two alleles. We

L. MONTEOLIVA ET AL.

have observed this particular effect in the case of
single deletants of the gene MKC! (Navarro-
Garcia ef al., 1995b). However, this does not seem
to be the case of CaSECI4. The phenotypic
characterization of strains CNC20 and CNC21 did
not indicate any significant alteration in the
pattern of growth or hyphae formation (data
not shown). These single CaSECI4 deletant strains
{(CNC20, CNC21) and CAIl4, were also ana-
lysed with regard to their secretion ability by
measuring their capacity to export exoglucanase
and acid phosphatase with negative resufts. We
are currently obtaining several SECI!4 thermo-
sensitive alleles which should allow us to test the
role of protein secretion in pathogenic fungi and
further test its usefulness as a potential antifungal
target.

ACKNOWLEDGEMENTS

We thank M. Garcia Saez for expert sequencing
technical work (Servicic de Secuenciacion
Automatizada de DNA de la Universidad Com-
plutense) and F. Navarro-Garcia for his helpful
advice in PFGE experiments. This investigation
was supported by grant FIS93/0183 from the
Fonde de Investigaciones Sanitarias. L.M. is the
recipient of a fellowship from the Universidad
Complutense de Madrid.

REFERENCES

Ausubel, F. M, Brent, R., Kingston, R, E. et «/. (Eds)
(1993). Current Protocols in Molecular Biology.
Greene Publishing Associates and Wiley Interscience,
New York.

Bankaitis, V. A., Aitken, J. R., Cleves, A. E. and
Dowhan, W. (1990). An essential role for a phospho-
lipid transfer protein in yeast. Nature 347, 561-562.

Bankaitis, V. A., Malehorn, D. E., Erm, S. D. and
Greene, R. (1989). The Saccharomyces cerevisiae
SECI4 gene encodes a cytosolic factor that is required
for transport of secretory proteins from the yeast
Golgi complex. J. Cell Biol 108, 1271-1281,

Becker, D. M. and Guarente, L. (1991). Transformation
of yeast by electroporation. Meth. Enzymol 194,
182-187,

Chu, W.-S., Magee, B. B. and Magee, P. T. (1993).
Construction of an Sfil macrorestriction map of the
Candida albicans genome, J. Bacteriol 175, 6637—
6651.

Cid, V. I, Alvarez, A. M., Santos, A. L., Nombela, C.
and Sanchez, M. (1994). Yeast exo-beta-glucanases
can be used as efficient and readily detectable reporter
genes in Saccharomyces cerevisiae. Yeast 10, 747-756.



SECI4 GENE HOMOLOGUE

Cleves, A, E., McGee, T. P., Whitters, E. A. et al. (1991).
Mutations in CDP-choling pathway for phospholipid
transfer protein. Cell 64, 789-800.

Dickenson, S. K., Helmkamp, G. M. and Yarbrough,
L. R. (1994). Sequence of a human ¢cDNA encoding
phosphatidylinositol transfer protein and occurrence
of a related sequence in widely divergent eukaryotes.
Gene 142, 301-305.

Dickenson, S. K., Lim, C. N., Schuyler, G. T., Dalton,
T. P, Helmkamp, G. M. and Yarbrough, L. R.
(1989). Isolation and sequence of cDNA clones encod-
ing rat phosphatidylinositol transfer protein. J. Biol.
Chem. 264, 16557-16564,

Dupont, J., Graybill, J. R., Armstrong, D., Laroche, R.,
Touze, J. E. and Wheat, L. J. (1992). Fungal infec-
tions in AIDS patients. J. Med. Vet. Mycol. 30, 19-28.

Fonzi, W. A, and Irwin, M. Y. (1993). Isogenic strain
construction and gene mapping in Candida albicans.
Genetics 134, 717-728.

Gil, C., Pomés, R. and Nombela, C. (1988). A comp-
lementation analysis by parasexual recombination of
Candida albicans morphological mutants. J. Gen.
Microbiol 134, 15871595,

Gillum, A. M., Tsay, E. Y. H. and Kirsch, D. R. (1984),
Isolation of the Candida albicans gene for orotidine-
5"-phosphate decarboxylase by complementation of
S. cerevisiae ura3 and E. coli pyrF mutations. Mol
Gen. Genet. 198, 179-182.

Glover, D. M. (Ed.) (1985). DNA Cloning: A Practical
Approach, vol. 1. IRL Press, New York.

Goshorn, A. K. and Scherer, 8. (1989). Genetic analysis
of prototrophic natural variants of Candida albicans.
Genetics 123, 667-673.

Herreros, E., Garcia-Saez, M. [, Nombela, C. and
Sanchez, M. (1992). A reorganized Candida albicans
DNA  sequence promoting homologous non-
integrative genetic transformation. Mol Microbiol. 6,
3567-3574.

Ito, H., Fukuda, Y., Murata, K. and Kimura, A. (1983).
Transformation of intact yeast cells treated with alkali
cations. J. Bacteriol 153, 163-168. .

Lee, K. L., Buckley, H. R. and Campbell, C. C. (1975).
An amino acid liquid synthetic medium for the devel-
opment of mycelial and yeast forms of Candida
albicans. J. Med Vet. Mycol 13, 148-153.

Lopez, M. C., Nicaud, J. M., Skinner, H. B. e al. (1994).
A phosphatidylinositol/phosphatidylcholine transfer
protein is required for differentiation of the dimorphic
veast Yarrowia lipelytica from the yeast to the
mycelial form. J. Cell Biol 125, 113-127.

1105

Meyhack, B., Bajwa, W., Rudolph, H. and Hinnen, A.
(1982). Two yeast acid phosphatase structural genes
are the result of a tandem duplication and show
different degrees of homology in their promoter and
coding sequences. EMBO J. 1, 675-680.

Navarro-Garcia, F., Pérez-Diaz, R., Magee, B. B., Pla,
J., Nombela, C. and Magee, P. T. (1995a). Chromo-
some reorganization in Candida albicans 1001 strain.
J. med. Vet. Mycol 33.

Navarro-Garcia, F., Sanchez, M., Pla, J. and Nombela,
C. (1995b). Functional characterization of the MKCI
gene of Candida albicans, which encodes a mitogen-
activated protein kinase homolog related to cell
integrity. Mol Cell Biol 15, 2197-2206.

Novick, P., Field, C. and Schekman, R. (1980}, Identi-
fication of 23 complementation groups required
for posi-translational events in the yeast secretory
pathway. Cell 21, 205-215.

Ohashi, M., Vries de, K. I, Frank, R, er al. (1995). A
role phosphatidylinositol transfer protein in secretory
vesicle formation. Nature 377, 544-547.

Pearson, W. R. and Lipman, D. J. (1988). Improved
tools for biological sequence comparison. Proc. Natl.
Acad. Sci, USA 85, 24442448,

Polaina, J. and Adam, A. C. (1991). A fast procedure for
veast DNA purification. Nucl. Acids Res. 19, 5443,
Salama, 8. R., Cleves, A. E., Malehorn, D. E., Whitters,

E. A. and Bakaitis, V. A. (1990). Cloning and char-
acterization of Kluyveromyces lactis SECI4, a gene
whose product stimulates Golgi secretory function in
Saccharomyces cerevisiae. J. Bacteriol 173, 4510

4521.

Sambrook, J., Fritsch, E. F. and Maniatis, T. (Eds)
(1989). Molecular Cloning: 4 Laboratory Manual, 2nd
edn. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
Harbor, New York.

Sanger, F., Nicklen, S. and Coulson, A. R. (1977). DNA
sequencing with chain-terminating inhibitors. Proc.
Natl Acad Sci. USA 74, 5463-5467.

Skinner, H. B., McGee, T. P., McMaster, C. R., Fry,
M. R, Bell, R. M. and Bankaitis, V. A. (1995).
The Saccharomyces cerevisiue phosphatidylinositol-
transfer protein effects a ligand-dependent inhibition
of choline-phosphate cytidylytransferase activity.
Proc. Natl Acad Sei. USA 92, 112-116.

Tanaka, S. and Hosaka, K. (1994). Cloning of a cDNA
encoding a second phosphatidylinositol transfer pro-
tein of rat brain by complementation of the yeast
secl4 mutation. J. Biochem. (Tokyo) 115, 981-984,






YEAST VvOL. 12: 1677-1702 (1996)

Understanding Candida albicans at the Molecular Level

J. PLA, C. GIL, L. MONTEQLIVA, F. NAVARRO-GARCIA, M. SANCHEZ AND C. NOMBELA*

Departamento de Microbiologia 1, Facultad de Farmacia, Universidad Complutense de Madrid, Plaza de Ramén y

Cajal shn, 28040 Madrid, Spain

Received 14 August 1996

CONTENTS
Introduction 1677
Classical genetics 1679
Mutant isolation 1679
Parasexual genetics 1679
C. albicans karyotype variability 1680
Nomenclature of chromosomes 1680
Karyotype modifications 1680
Remarks 1681
Development of a transformation system
in C. albicans 1681
C. albicans transformation 1681
Integrative transformation 1682
Autoreplicative vectors 1683
General strategies for isolation of
C. albicans genes 1684
Isolation using S. cerevisiae or
C. albicans as the genetic host 1684
Isolation based on DNA sequence
homology 1685
Other strategies 1686
Gene disruption strategies 1686
Development of a gene reporter system 1689
Conclusions ' 1690
Acknowledgements 1691
References 1691
INTRODUCTION

Candida albicans is a dimorphic pathogenic fungus
frequently encountered as a commensal of the
human digestive system and vaginal tract. C. albi-
cans infections have increased dramatically during
the last two decades due to several factors such
as immunosuppressive treatments, long-term
catheterization, broad-spectrum antibiotic use and
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longer survival of immunologically compromised
individuals >> 712142331299 The infections pro-
duced range from the superficial to the systemic.
The latter type is mainly observed in individuals
with immunological deficiencies and represents an
important clinical problem. Although other prom-
ising targets are being explored by pharmaceutical
industries,”®’®% the therapeutic arsenal currently
available in clinical practice is mainly limited to
members of the polyene and azole families.”®®®
In some cases, these antibiotics suffer from low
specificity {(which often results in important
side-effects) and inadequate pharmacokinetics.
Furthermore, the development of antifungal resist-
ance® 109 200.243.248.297 s clearly pointing  to-
wards the necessity of finding new antifungal
targets, 198295

Another interesting feature of C. albicans is its
ability to grow in at least two different morpho-
logical forms, either as a mycelium or as a yeast
cell (Figure 1). Such a transition is induced in
response to several environmental conditions,
such as the pH or temperature, or different com-
pounds, such as N-acetylglucosamine, proline or
serum. . alhicans is therefore called dimorphic,
although other additional morphological forms
have also been found.” In addition to the intrin-
sic biological interest of this differentiation pro-
gram, the ability to switch between a yeast and
a hyphal mode of growth is suspected to contrib-
ute to its pathogenicity.”>2%>**2 Some mutants
altered in the ability to carry out this change
have a reduced virulence, while others are still
virulent.®'-*4?

For the above reasons, the importance of
C. albicans as a model of pathogenic yeast has
increased in recent years. However, the develop-
ment of molecular genetics in C. albicans was
largely hampered by its diploid nature and
absence of a sexual cycle.200.258.262 The pioneer
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Figure 1.

Morphology of Candida albicans. Scanning electron mi-

croscopy of C. albicans cells. In (A), the appearance of filaments obtained
after induction of stationary phase cells with serum for 5h at 37°C is
shown, while in (B}, vegetative yeast-like cells are shown.

work of some laboratories led in the 1980s to the
development of mutant strains and parasexual
genetics, while the development of integrative and
autoreplicative vectors'>'** first enabled its mol-
ecular genetic manipulation. Now, almost 10
years later, there are many more groups inter-
ested in this field, and there has been an enor-
mous increase both in the number of publications
on C. albicans molecular biology and in gene
sequences deposited in international data -
braries. As an example, 93% of the C albicans
174 sequence entries in the EMBL Gene Bank
(July 1996) were deposited after 1990. Saccharo-
myces cerevisiae has been shown to be an excel-
lent model organism in C. albicans research, since
many C. albicans genes were shown to be ex-
pressed in this genetically malleable microorgan-
ism. It is, however, still necessary to develop

many genetic {ools that facilitate molecular
approaches with this pathogenic yeast.

There are a number of excellent reviews about
C. albicans biology and genetics, !#4:145-147.164.228.258
In addition, a very useful WWW Server on
C. albicans Research (hup:ilalces. med wmn. edul
condida. htmi) has been created by Dr Scherer
(University of Minnesota, MN, USA), in which
C. albicans genetics, physical mapping, sequence
data and other useful C. albicans resources are
constantly updated. In this review we will first
briefly summarize the work on classical genetics
{mutant isolation, parasexual genetics and chro-
moscmal reorganization), and then concentrate on
some of the general strategies for gene isclation
and the melecular tools being developed in
C. albicans, e.g. transformation systems, gene
disruption strategies and gene reporter systems.
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CLASSICAL GENETICS

C. albicans classical genetics has played a very
important role during last decade and may still be
useful for performing some kinds of genetic analy-
ses.!*! As there are some comprehensive reviews
dealing with this subject,'®"#%2272% which should
be consulted for more depth, we will concentrate
only on those results that are more relevant for the
understanding of Candida genetics, although more
recent data will also be included.

C. albicans diploidy was deduced from the
determination of DNA content®®® and the kinetics
of reassociation of denatured total DNA.Z*? In
addition, it was found that many ¢linical isolates of
C. albicans displayed a strongly biased spectrum of
auxotrophic mutants following ultraviolet (UV)
light irradiation,*®*3%" a fact that was interpreted
as the consequence of the natural heterozygosity of
many C. albicans strains for some loci and the
induction of mitotic crossing-over by UV irradia-
tion. This hypothesis was confirmed later from the
analysis of either sectored colonies, obtained after
UV treatment of putative natural heterozygotes,
or revertants of mutants isolated by chemical
mutagenesis, 224226.305.308

Murant isclation

The diploid nature of C. albicans explains the
difficulties in mutant isolation, since most mutant
alleles are recessive and a mutant phenotype
should therefore be homozygous in order to be
expressed. After mutagenesis of a C albicans
wild-type strain (+/+), a mutant heterozygote
strain (+/—) is generated, which must be ren-
dered homozygous (—/—) by spontaneous or
induced (mainly with the use of UV irradiation)
mitotic recombination, Alternatively, another
mutagenic treatment on the heterozygote could
produce an apparently homozygous state by gen-
erating a second mutation in the remaining wild-
type allele.

A number of different mutagenic agents have
been used to obtain C. albicans mutants; the most
common being UV irradiation, N-methyl-N-nitro-
nitrosoguanidine, ethglmethane-sulfonate and
nitrous acid.!?"128225253 Qaveral mutant enrich-
ment procedures for auxotrophs were developed,
like the ones based on amphotericin B treat-
ment,”** inositol starvation®! and folate path-
way inhibitors.!> In addition, morphological
mutants were isolated using differential enrichment
techniques based on filtration.**#*
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Using these procedures, a wide range of
nutritional auxotrophs were isolated (including
amino-acid, gurine, pirimidine and vitamin
auxotrophs).””® Mutants resistant to drugs and
other growth inhibitors like nalidixic acid,”®
S-fluorocytosine,* nikkomycin Z,*'7 bacilysin,2%¢
polyenes, 11137212 corylenin, ' ! azoles,! 19243 caf-
feine®** and vanadate'®” have also been obtained.
In addition to these processes, colonial variants of
C. albicans, 119241267 mor hol()tf,rical mutants un-
able to produce hyphae, 1124199 yuealiar and
pseudomyceliar mutants®®!!16220  and  mutants
affected in cell wall®®®?%* and plasma membrane
functionality’'**** have been obtained. Other
types of mutants include those altered in Erotein-
ase secretion,’*® mitochondrial function,”?”” cyto-
chrome P-450 function,'®*'® galactose assimi-
lation,”? chitobiase production'>® and absence
of certain surface determinants 3*3%*

Although molecular protocols have replaced
classical mutant isolation in C. albicans, these
mutants may provide a source of host strains for
the direct cloning of genes in C. albicans, as was
the case for auxotrophic mutants,®'942!¢ and
especially in those processes where S cerevisize
and C. albicans are clearly different.

Parasexual genetics

Protoplast fusion of C. albicans has been widely
used ! ERILTITOIL225256 4 n4 all published pro-
tocols are very similar, involving the use of calcium
salts and polyethylene glycol.

Protoplast from strains to be analysed that
present appropriate markers (normally auxo-
trophic markers) can be fused to produce hybrids
selected in a medium that does not allow the
growth of parental strains. Two kinds of colonies
thus appear on the regeneration plates: fast-
growing stable colonies that correspond to uni-
nucleate tetraploid hybrids (probably resulting
from the nuclear fusion of both parental strains)
and slow-growing multinucleate colonies or heter-
okaryons that are unstable on complete me-
dium.?® On selective medium, these slow-growing
colonies develop faster-growing sectors that could
be tetraploids or aneuploids.?****>2*7 Hybrids
are stable; however, the loss of chromosomes to
restore the diploid state can be induced by heat-
shock treatment'®” or using methyl benzimidazole
carbamate, which interferes with microtubule
functionality.'! Therefore a full parasexual cycle of
C. albicans can be induced (2n X 2n — 4n — 2n).
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Spheroplast fusion has allowed the characteriza-
tion of important processes in C. albicans, such as
adenine biosynthesis,>'"**® S-fluorcytosine, ceru-
lenin and echinocandin resistance!*!-176:301.302.306
and the dimorphic®***'*® and white-opaque tran-
sitions.***%® Another application of the parasexual
genetic system has been the performance of link-
age analysis'®72%224226 4nd at least five linkage
groups were defined (reviewed by Poulter®?) prior
to the development of physical maps (see below).
The parasexual system can also be applied to
characterize clinical isolates.”

Therefore, in spite of the important develop-
ment of molecular genetics, which will be described
in this paper, parasexual genetics can still contrib-
ute to C. alhicans genetic research.

C. ALBICANS KARYOTYPE VARIABILITY

C. albicans chromosomal reorganization may
represent an important alternative mechanism of
genetic variability in a diploid organism that can-
not use meiotic recombination. C. albicans’ un-
stable genome is well documented, as well as the
karyotypic differences between strains and isolates
that were observed from the first analyses 3123178
Initially, the C. wlbicans karyotype was estimated
to comprise a range of 7 to 14 bands,!23161.168.17%
Since 1990, much effort has been expended to
describe and understand the genome of C albi-
cans. > In the last 5 years, data favouring the idea
of 16 functional units (eight pairs of homologous
chromosomes)®!-!#%!151294312 454 approximately
33 Mbp of genomic DNA* have accumulated.
Using pulsed-field gel electrophoresis (PFGE)
techniques such as CHEF, FIGE, TAFE, OFAGE
or RGE,” as well as Southern blotting to assign
genes and probes to the bands separated by elec-
trophoresis, it was gossible to construct a simple
linkage map.'#3161-2%%312 A real physical and gen-
etic map of C afbicans chromosomes was obtained
later through the electrophoretic separation of
fragments generated using the rare-cutting endo-
nuclease Sfil. Probes and genes were assigned to
these Sfil fragments and these fragments to each
chromosome, conforming a complete map of two
C. albicans strains, 1006 and the highly karyotypi-
cal reorganized WO-1.** The importance of these
Sfil fragments is shown by the fact that other
strains such as 1012, FCI18 or 1177 (the parental
strain of 1006 used in the C albicans mapping
project developed at Minnesota University*') show
similar §f{I digestion patterns.** Furthermore,
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thesc data have allowed the construction of
physical maps of other strains.'®' However, to
date, the involvement of Sfil fragments in genome

reorg?,znization has only been shown for strain
1183.

Nomenclature of chromosomes

Chromosomes in C. albicans are named using a
numbering system established at the first ASM
Conference on Cuandida and candidosis in 1987.
It labels them from I (largest chromosome) to 7
(smallest chromosome),!2 with chromosomes
bearing the ribosomal DNA (rDNA) cluster
labelled as R. Deviations from this ‘standard’
chromosome pattern are numbered in the follow-
ing way: chromosomes smaller than chromosome
7 are called snc (supernumerary chromosome)*
and homologous chromosomes differing in size are
denoted as .5 or with an asterisk (*).*3 Neverthe-
less, other authors preferred a distinct numbering
system using letters (H to A),'*! roman numbers
(VIII to I)**! or arabic numbers (8 to 1)*** or (1 to
8). 420112 T this work, we will use the ASM
agreement (R to 7) to label the chromosomes of
C. albicans.

Karyotype modifications

The reasons for Candida karyotype variations
are largely unknown, but modifications can be
attributed to selection of certain cell populations
in different environments, such 4s new carbon
sources,™® presence of antifungals®"® or, simply,
different human body niches.'® Other karyotypic
changes cannot be attributed to any particular
reason and seem to arise spontaneously. %758 The
enormous karyotype variability among strains,
and even among colonies from the same strain, has
been the leir motiv of karyolype research, which
tries to link these variations to changes in diverse
phenotypic traits. Modifications of colonial and
cellular morphology,”****23128 antifungal sus-
ceptibility,”’” human infectivity,!®?'* “carbon
source assimilation”®*'2 and virulence in mice!*®
have shown some relationship with the reorganiza-
tion of the chromosomes, but they do not explain
it completely. SC5314 (the parental strain of CAI4,
currently involved in a sequencing project) seems
to have a larger chromosome’ (similar in size to
the R, chromosome from WQ-1 strain) not present
in CAI4 and other differences in an intermediate
chromosome (F. Navarro-Garcia; L. Monteoliva,
unpublished observations). This example shows
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that an alteration in the chromosome pattern
could be due to the manipulations needed for
molecular biology experiments and, apparently,
may not implicate changes in phenotypic traits.

The main chromosomal alterations are the R
chromosome size variation and recombination
between non-homologous chromosomes.'®? Size
alteration in the R chromosome can be explained
by the presence of rDNA, a factor that is involved
in unequal crossing-over ¢vents during the mitotic
cycle in S cerevisiae®™**? and  Newrospora
crassa.B*% As 87% of spontaneous C. albicans
mutants show alterations in R chromosome size>*’
and 10% of the progeny of a cell can change
the electrophoretic mobility of this chromosome
after 15 generations due to variations in rDNA
repeats,’?! some authors do not consider these
alterations to be important.”® Others, however,
are able to show a correlation between high fre-
quency morphology switching and the instability
of the R chromosome.?*°

Recombination events between non-
homologous chromosomes are not yet explained,
but it is clear that chromosomes 2, 4 and 7 are
the most unstable.*>'2230.2%4 Tpitially, several
pieces of evidence pointed toward a relationship
between RPSs (repeated sequences composed by
sequence repeats (172 bp, alf) that contains small
repeated fragments of 29bp (COM29)) and
karyotype variation. Some lines of evidence sug-
gest that RPSs could act as ‘recombination units’
in C albicans: first, RPSs are present in all
chromosomes except in chromosome 3 (number 4
according to Chindamporn et al*?), the most
stable chromosome in the C. albicans genome;
second, there are several Sfl sites in the alr
sequences and third, COM?29 shows similarity to
the A attachment site and the site where DNA
inversion/crossing-over takes place in bacteria,
both being specific recombination sites.**!?> Re-
cently, these authors suggested that RPS could
function as a centromere due to its middle posi-
tion in chromosome 5 (number 6*?), its similarity
to the structure of sequences believed to be in-
volved in centromeric functions in humans and
its presence just once in each chromosome.*
Nevertheless, the possible relationship of 871
fragments with recombination events does not
favour this idea, as DNA fragments near the
centromere suffer less recombination than distal
fragments.”*? In addition, RPS was unable to
improve the stability of the C albicans vector
pMK22 in C. albicans.*?
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Remarks

There are several reasons for developing a physi-
cal and genetic map of C albicans. First, it
can help to elucidate the structure of C. albicans
chromosomes,*""17 still poorly understood, as well
as to discover new eclements that can stabilize
extrachromosomal plasmids. Second, the study of
reorganization between non-homologous chromo-
somes can shed light on the unknown field of
mitotic recombination in C.  albicans. 303243122
Third, it represents a useful epidemiological tool
in clinical surveys of infections, for instance the
discrimination of new azole-resistant C albicans
strains in azole-treated immunocompromised indi-
viduals'®**"? or even in distinguishing C. albicans
from other Candida spp.® Fourth, it will help to
understand the real connection between chromo-
some rearrangements and phenotypic changes.
Fifth, assignment of genes to chromosomes can
help to improve the parasexual genetics of C
albicans and the development of specific clone
libraries from each of the chromosomes.** Finally,
it must be emphasized that physical and genetic
mapping strategies are necessary prior to the total
sequencing of the genome of an organism, as has
been shown in the case of S. cerevisiae®'* and
Homo sapiens."'®177

An additional advantage of the use of a ‘stan-
dard” strain for molecular biology studies (like
CAl4,” which still lacks a complete map), would
be to diminish the influence of karyotype modifi-
cations on phenotype. The isolation of C. albicans
genes involved in DNA recombination®® could
lead to the development of strains with reduced
karyotypic instability, an important task for future
years in C. albicans genetics.

DEVELOPMENT OFF A TRANSFORMATION
SYSTEM IN C. ALBICANS

C. albicans transformation

The development of a genetic transformation
system was one of the major goals to achieve in
C. albicans genetic manipulation. We will focus
both on the transformation procedure itself as well
as the development of plasmid vectors, some of
which are listed in Table 1.

Several strains have been used through the years
as genetic hosts for autoreplicative or integrative
transformation (see below). The most usual
marker has been wra3 found in SGY243,'3? 1006,%%
cMD716®% or CAI4.7° There exist strains with



1682

Table |I. C. alhicans autoreplicative transformation
veCtors.

Name ARS Gene markers Ref.
pRC3925 ARS2 URA3, LEUZ2 31
pCR2312 ARS2 URA3, LEU? 32
p1041 ARSI URA3 93
plll0 ARSI URA3, ARGH4 93
pl109 ARSI URA3, ARGH 93
plil3 ARSI URA3, LYS! 93
pl334 ARSI URA3, LYSI 93
pEH7 ARS3 TCMI 104
pCARSI ARSI URA3 132
pMK22 ARSI URA3 143
pANSE ARS2, ARS3 ARGS,6 194
pCB4 ARS2 ADE] 204
pRM1 ARS2, ARS3 URA3, LEU2 216
pRMIOG ARS2, ARS3 URA3 216

Note: ARS sequences are numbered chronologically, therefore,
ARSI refers to the CARS sequence isolated by Dr M, Kurtz, '+
ARS? to ARS obtained by Dr R. Cannon* and ARS3 to Dr E.
Herreros.'*

other markers such as ade? (SGY129,'%
hOG300°*) or, very recently, arg3,6 (CNC44'%4).
Strains bearing double markers are not common
but a few have been described, such as SGY484
(ura3  leu2),'™ 792-WC3 (wa3 ade2)®® and
RM1000 (ura3A hisiA)."®* Strains with more than
two auxotrophic markers are 1006 (ura3 Iys! arg4
ser57 MPADN 1161 (ura3 lysl argd serS7 gall
MPAIY? and CNC43 (ura3A hislA arg5,64).">
Protoplast formation using the cell wall lytic
preparations zymolyase or glusulase is the most
common and efficient transformation system
used in C. albicans genetics. The procedure
used is essentially similar to the one used in
S, cerevisiae,'”™ with several minor modifica-
tions.* A3 10NH4214 o aibicans  protoplasts (or
more accuralely, spheroplasts) are normally pre-
pared from exponentially growing cells, since the
cell wall from stationary phase cells is more resist-
ant to lytic enzymes and requires longer digestion
periods. In some cases, an expression period after
DNA entry prior to pouring on selective plates has
been included to allow efficient expression of re-
sistance genes;'™ this step seems to be unnecessary
when complementing nutritional deficiencies. The
stronger nature of C. albicans spheroplasts, able to
regenerate directly on the surface of agar plates
supplemented with osmotic support, probably re-
flects the stronger nature of the C. albicans cell wall
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and the fact that complete protoplast formation
is not necessary to achieve competence. Electro-
poration, despite its recombinogenic nature,'*® is
widely used in S. cerevisiue genetics.'® While it is
possible to use electroporation in gene disruption
methods, 2629428 the  efficiencies achieved  are
much lower (10- to 100-fold) than those obtained
with protoplast formation. Combined protocols
involving partial protoplast formation and
electroporation—already described in S. cerevi-
siae'® and other fungi**—increase significantly
the efficiency of electroporation of intact cells.?
Lithium chloride'***® was initially considered to
be largely ineffective in C. albicans. The develop-
ment of distinct modifications® have, however,
enabled its use in C albicans gene disruption®®'%>
(a detailed protocol by D. Sanglard is available on
the C. albicans Server). It presents the advantage
of using intact cells and the number of transform-
ants obtained is sufficient for many purposes. The
use of conjugation'®1%" or glass beads-mediated
transformation®? has not been reported,

Integrative transformation

Integrative transformation was first described by
Kurtz. Using a plasmid bearing the C albicans
ADE2 gene, homologous recombination was
forced with integration of plasmid sequences in
C. albicans hOG300 genome.'* Since then, many
groups have used integrative transforma-
tion, 72031 70:88.92.95.133.144.193194.251 yecnite it Tow
transformation frequencies (0.5 to 10 trans-
formants/ug DNA, depending on the strain and
method used), this system is preferred for the
introduction of stable genetic traits. This system
has even been used recently in library screening in
C. albicans®® to search for genes involved in the
dimorphic process.

There are no systematic reports on factors influ-
encing recombination in C. albicans. Although
homologous recombination is frequent, non-
homologous recombination can also take place,
tesulting in integration of the DNA at different
locations in the genome. The transformation meth-
odology used, the specific gene localization and the
size of flanking recombination regions are sus-
pected to play a role. It is also possible that, similar
to Candida glabrata,* the amount of DNA used in
the transformation influences the final DNA desti-
nation within the cell, with a tendency to integrate
at non-homologous sites when using an excessive
amount of DNA. It has been reported that
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integration at the white-specific locus WHI1! is 4.5
to 7 times more frequent in white versus opaque
spheroplasts, while integration at an opaque gene,
PEPI, 1s 30 times more frequent in opaque
spheroplasts. The frequency of homologous inte-
grative transformation, thus, also seems to corre-
late with the transcriptional state of a particular
gene 2’7

Autoreplicative vectors

While integrative transformation is an import-
ant tool for the generation of stable transformants
and the development of gene disruption strategies,
an autoreplicative transformation system is desir-
able given its superior versatility in DNA recovery
and library screening. The absence of natural
plasmids similar to the S. cerevisiae 2p plasmid, in
C. albicans, and the fact that S. cerevisige 2pu-
derived sequences do not promote autoreplicative
transformation in C. albicans, has led to the use of
a common strategy previously developed in other
fungal systems for the isolation of Autenomously
Replicating Sequences (ARS). These sequences are
supposed to represent chromosomal replication
origins on the basis of their subcellular localization
(nuclei), temporal replication (S phase) and spac-
ing m chromosomes (30 to 40kb in S cerevi-
siae)."® In any case, they are defined as a DNA
sequence which, when present on plasmids, allows
their autonomous replication and increases the
frequency of transformation two to four orders of
magnitude.''>**282 Transformants bearing ARS-
containing vectors can be identified on the basis of
their tendency to lose the marker in the absence of
selective pressure (mitotic instability) and their
maintenance as non-integrated free plasmids able
to be recovered upon transformation in other
microbial cells (normally Escherichia coli cells).

The first described ARS sequence {called CARS)
was isolated by Kurtz and colleagues.'” These
authors constructed a C. albicans gene library on
a pBR322-derived vector containing the ADE?
marker that was screened in a C. albicans ade?
strain, looking for clones fulfilling the two criteria
described above. This led to the identification
of a 0.35kb Rsal fragment, which increased the
frequency of transformation up to 10° trans-
formants/ug of DNA. Plasmids containing this
ARS frequently multimerized as head-to-tail re-
peats'®® that gave rapidly growing transformants,
suggesting an inefficient initiation of rephcatlon
and/or segregation of non-multimerized plasmids.

1683

An increase in the size of extrachromosomal
sequences may improve thelr mitotic stability, as
described in S. cerevisiae.'” Vectors based on this
ARS have been used to transform C. tropicalis.*¥’

Shepherd’s group described the isolation of
a second ARS (here called ARS2) through its
replicative propertles in the heterologous host
S. cerevisiae.® The frequency of transformation
obtained with these plasmids is about 103
transformants/ug DNA, similar to CARS-derived
plasmids. Two kinds of transformants were ob-
tained: integrative transformants, with seven to
eight copies per diploid genome and replicative
transformants, with two to three copies per cell,
The usefulness of these plasmids was demonstrated
by the construction of derivatives contamlng the
C. albicans ADE2 and APrA genes 2 In addition
to their replicative properties in C. albicans, these
plasmids were also able to replicate in S. cerevisiae,
maintaining 10-15 copies per haploid genome.*?

Using a similar strategy, Herreros et al. isolated
a third sequence promoting replicative transforma-
tion, using the S. cerevisiae 1ntegrat1ve vector Ylps
and the S. cerevisiue URA3 marker.'® This ARS
activity (here called ARS3) was confined to a
687 bp fra§ment in which four 11 bp consensus
sequences ~ were found. Plasmids bearing this
fragment were also able to replicate in S. cerevisiae
as well as C albicans cells. The frequency of
transformation was about 10° transformdnts/pg
DNA. An interesting property of this ARS is its
capability to promote autonomous replication
without the formation of multimers that need to
be resolved by S cerevisige transformation.®?
Recently, a new set of plasmids has been obtained
in which these last two ARS elements have been
joined in a single vector., These plasmids do not
significantly increase the overall transformation
frequency but they increase the copy number and
stability, thus facilitating the use of C albicans as
genetic host in direct gene cloning.?'® Similar syn-
ergistic effects of two copies of an ARS sequence
have been described for the weak S cerevisiae
DNA ARS.'* Although heterologous ARSs
in S. cerevisiue are mnot functional in many
cases, %1729 the plasmids based on C. albicans
ARS2 and/or ARS3 replicate in S. cerevisiae,
thus adding versatility to their use in cloning
experiments.

It must be stated that the development of a
transformation system using a dominant selectable
marker is an important goal in order to efficiently
manipulate wild-type strains devoid of nutritional
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Table 2. C. albicans libraries in S. cerevisiae cloning vectors.

¢ albicans genomic DNA

Vector source (treatment) Ref. Some cloned genes
YEp24 CBS562 (ATCCI8R04) BamHI, 4 HIS4,® PTR2™
partially or totally digested

YEp352 WO-1 (partial Sau3Al} 22 CEK[

YEp24 C792 (partial Sau3A) 59 EF-3%

YEpl3 SC5314 (partial Sau3A) 85 URA3® TRPI X ADE2'*? LIG1.'> ERG7"™

pYSK35s B792 (ATCC36803) (partial Sau3A) 69, 266 ENOL'T' TS BEN® { MDR] )™

pRS202 1006 (partial Sau3A) 155 CPHI, CPH2'®

YRp7 ATCC10231 (partial Sau3A) 158 ACTI,"7 URA3™ INOL,3 Sapit?

pEMBLY-23 WO-1 (partial BamHI-HindIIl) 161 KREL® ArDH'Y PMA4]'™

pEMBLY-23 WO-1 (partial Sau3A) 164

YEp352 1001 (partial Sau3A) 193 MKC1,'? SEC14,'8% HOGI?®

pYEUra3 1001 (partial Sau3A) 192 HIS4'9?

YRp7 ATCC26555 197 SECIZ"?

YEpl!3 B792 (ATCC36803) 235 ARO3™ RBP1S® PDE(? CDC25%
CDhC3, CDCI0%

YEp24 124 (partial Sau3A) 263 cDC28?

Y Cp50 ATCCI10261 (partial Sau3A) 269 PMMI* PKCI2 PAII P TEF3

YEp351 1IFO1060 (partial Sau3AT) 283 CHSIA* CHS3?%?

markers. C. albicans is normally resistant to many
of the substances normally used for selection in
other types of cells, such as G418 or hygromycin B
(cited in Kurtz et al'*) or sulphamides (J. Pla,
unpublished observations). The only dominant
selection system described so far!® made use of a
trichodermin resistance ribosomal TCM] gene.’™
Its structural (ribosomal) and not enzymatic
nature required significant levels of expression
to confer resistance (8 pg/ml) using autoreplica-
tive vectors, Mycophenolic resistance, which has
recently been characterized,'*® may be another
useful dominant marker.

The studies described above indicate different
global features concerning ARS-derived plasmids
{Table 1). These plasmids are normally present in a
low copy number (still far from the copy number
obtained with the 8. cerevisize 2 um plasmid) and
can multimerize or recombine with the genome
leading to difficulties in genetic analyses, It is clear
that more efforts are still required towards the
construction of suitable plasmid vectors. The fact
that plasmids based on ARS2 and/or ARS3 repli-
cate in 8. eerevisine simply reflects the way they
were isolated (in a heterologous host), but the
isolation of a novel C. albicans ARS in C. albicans
may allow identification of highly efficient se-
quences. In addition, novel genetic elements
(telomeres, centromeres or other stabilizing DNA

sequences) could be isolated using this approach.
The isolation of centromeres has, so far, been
unsuccessful in C. albicans. However, the construc-
tion of improved plasmid vectors is an important
task for the development of more versatile
C. albicans genetic tools in the future.

GENERAL STRATEGIES FOR ISOLATION
OF C. ALBICANS GENES

Isolation using S. cerevisiae or C. albicans as the
genetic host

Complementation is one of the most frequent
strategies for gene isolation in C albicans. Tt
presents the advantage of leading to the iso-
lation of a functional genctic element and allows
the characterization of a particular phenotype.
C. albicans genes are normally expressed in
S. cerevisiae, although the inverse is not normally
true."* It is therefore not surprising that many
genes have been isolated through the use of
S. cerevisiae as a genetic host and gene libraries
prepared in S, cerevisiae vectors (Table 2). It
was first thought that only highly functionally
conserved nutritional genes could be isolated
using this approach. However, in addition to
nutritional and other metabolic biosynthetic
genes, 85113 134.136,192.207.235.266 o0p06 involved in
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carbon assimilation,'*' peptide transport,'*'>*

drug resistance,'®%%??° DNA metabolism,%"® cell
cycle,*?%* signal transduction, 6155193246311 1515
tein secretion'®>'*” and other cellular processes
have been isolated using this procedure. The exist-
ence of a defined S. cerevisine mutant is, then, a
helpful genetic tool to isolate the corresponding
C. albicans homologue. However, $. cerevisiae
wild-type cells can be used as hosts in genetic
screening, based on the overexpression of a defined
gene product, which allow the identification of
novel phenotypes in the heterologous host such as
multidrug resistance® and pathogenic determi-
nants such as adhesion or invasion, among others.

Complementation of E. coli mutants has been a
successful approach to the cloning of C. albicans
genes in some cases. The isopropylmalate dehydro-
genase (LEU2)'** and the dihydrofolate reductase
gene’” have been isolated using this approach. The
C. albicans URA3 gene also complements the E.
coli pyrF mutation,™ but, for example, C. albicans
HISI does not complement a AisG mutation.?'
The availability of a large number of E coli
mutants’ and its ease of manipulation makes this
an attractive and straightforward approach. How-
ever, it is not a generally useful system due to the
lack of expression of C. albicans genes in E. coli
and could require the development of suitable
C. albicans cDNA libraries in prokaryotic vectors.

Although it is evident that S. cerevisiae is an
excellent shuttle organism for C albicans gen-
etics, not all C albicans functions could be
analysed in this species. Two examples are the
dimorphic transition and pathogenicity. S.
cerevisiae can grow invasively on certain
nitrogen-starved media®® and some genes in-
volved in the mating pathwa?/ aiso take part in
this differentiation program.'*® In fact, in C
albicans, homologous genes play a role in hyphal
formation.’® However, when this route is
blocked in C. albicans, the celis are still able to
induce hyphal formation in response to serum,'>
thus indicating the existence of additional path-
ways promoting hyphal formation which, to date,
have not been found in & cerevisiae. Also,
although certain S. cerevisiae strains may be
virulent in certain experimental models,?®!™ it is
generally regarded as a safe non-pathogenic yeast
(GRAS). Using this approach, the isolation of C.
albicans genes involved in virulence could be
difficult or even impossible. The white-opaque
transition is another interesting process whose
analysis must be undertaken in C afbicans.>’>*"
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From the analyses of the cloned genes to date,
slight diflerences can be found between C. albicans
and S. cerevisiae in some features. For example, in
addition to deviation from the standard genetic
code (see below), the codon usage is different.”*
The existence of introns in C. albicans genes is not
frequent, similar to the situation in S. cerevisige,
and the presence of introns is not necessarily
conserved between homologous genes.'®* Introns
have been found in the genes for actin (ACT1),'>
B-tubulin 7UB2,>"" calmodulin (CMDIY*? and
the DMCI/LIMI5 meiosis-related homologue
DLHI1.°® From these studies, it appears that C
albicans introns are small in size and share similar
%, 3" and branchpoint consensus sequences to
those present in S. cerevisiae genes,’'> although
some minor differences can be found.®® From the
analysis of the C. albicans genes cloned to date, it
secems that many genetic regulatory signals {pro-
moter consensus sequences, transcriptional termin-
ation signals and others) are fairly conserved
between these two organisms. It must be noted,
however, that a detailed analysis of regulatory
genetic signals has not been carried out in €
albicans genes, and most of them have been ident-
ified from their homology with the S cerevisiae
counterparts and not by their functionality in
C. albicans. Apart from its basic interest, identifi-
cation of the peculiarities of C. albicans molecular
genetics could find applications in several areas,
such as the development of novel antifungals.'**

Finally, it should be stated that the development
of a direct cloning system in C albicans, with
suitable gene libraries (Table 3} and host strains, is
an important goal in C. albicans genetics. This is
particularly evident since, to date, only nutritional
genes have been isolated directly using C. albicans
as genetic host.”>?!® The availability of gene li-
braries in C. albicans autoreplicative vectors,?'® as
well as the availability of several C. albicans mu-
tants altered in important physiological processes,
may allow exploitation of this approach.

Isolation based on DN A sequence homology

Cloning of C. albicans genes through hybridiz-
ation with homologous DNA probes is a second
very successful approach. Libraries based on
S. cerevisiae, C. albicans, . phage and other pro-
karyotic vectors are useful for this purpose (Tables
2-4). It is not limited to genes sharing a high degree
of homology at the DNA level, like actin (ACTT)
and B-tubulin (TUB2)'°727! but has also been used
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Table 3.  C. albicans libraries in C. albicans vectors.
C. albicans genomic Gene

Vector DNA source marker Ref. Some cloned genes

pl041 (YpB1041) 655 U/RA3 93 CDC9.S ARGH,
SERS7, LYSI®

pCARSI SCs5314 URA3 132

pANS 1001 ARGS.6 195

(ATCC 62354)
pRMI 1001 URA3, LEU2 216  ARGS5.6,'"* HISI?'®
pRMI100 1001 URA3, HISI 217

with other less homologous genes by appropriate
madification of the strin§en0¥ of hybridiza-
tion.59,135,!69,|71,180,181,188,244, 09,270,274,283,284,287 In
fact, homology between C. albicans and S. cerevi-
sige genes is common, and, for example, over $0%
of more than 200 C albicans genes partially se-
quenced in a random genome sequencing project
in the laboratory of Dr Scherer, displayed signifi-
cant homology to an S cerevisiae counterpart.
However, human DNA probes have also been
successfully used to isolate a C. albicans peptidyl-
prolyl cis-trans-isomerase’™® and an integrin-like
protein.”” This approach should be especially
interesting for the isolation of members of gene
families which may share DNA homology.

Other strategies

Immunological screening has been used in some
cases.5776.150:-190.261.279.286 The nature andfor spe-
cificity of the antibody preparation (polvclonal,
menoclonal, affinity purified, etc.) and the detailed
technical protocol used in the screening strongly
influence the final success of this approach. The
availability of antisera prepared against different
cell wall components makes this an attractive
approach, and, in fact, it has been used recently to
isolate clones expressing phase-specific antigens. 2!
The large number of commercial antibodies avail-
able against proteins involved in many relevant
processes (like membrane receptors) supports the
potential of this strategy.

cDNA differential gene expression has been used
in some cases?™ 7 18HIL2TBIN 4nd has shown to
be a useful tool in the analysis of the dimorphic
and white-opaque transitions, as well as in cell
wall construction, among other celular processes.
The development of useful gene reporter assays,
however, will enable the identification of differen-

tially expressed genes, and may complement this

approach.
Protocels based on the polymerase chain
reaction have been used on some occa-

sions.®%! 73210310316 This apnroach is particularly
useful when conserved domains are present in
homologous genes from other organisms. The
enormous increase in the available gene sequence
information may promote the use of this strategy
in the future. However, it requires a second round
of gene screening to isolate the full genomic clone,
since only a probe is commonly obtained. Reverse
genetics has also been used successfully 337:160.170
Finally, it must be stated that the availability of
powerful automatic sequencing methodologies is
allowing the prosecution of random sequencing
projects that may speed up our knowledge of C
athicans genes. Sequencing the entire C. albicans
genome may be a technically achievable task in the
near future and we believe that an international
effort should be orchestrated for that purpose.

GENE DISRUPTION STRATEGIES

Gene disruption is an essential tool in host strain
construction, gene mapping and functional analy-
sis. The absence of a gene disruption system
impeded, for a long time, the elucidation of the
function of cloned C. albicans genes and therefore
functionality studies were only carried out using
S. cerevisiae as a genetic host.

Gene distruptions were first attempted in order
to construct suitable host strains in gene transfor-
mation experiments. Dominant resistance markers
were not available and the reversion frequencies of
some of the markers present in strains was a major
handicap in genetic transformation. Isolation of
auxotrophs then involved the use of UV-enhanced
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Table 4. C albicans gene libraries in phage or prokaryotic vectors.
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Vector C. albicans DNA source Ref. Some cloned genes
ALZAPII SC5314, hyphal induced cDNA 20 PHRI1?® ECE®
AEMBL4 AT2, Sau3A 33 HEXI™
LEMBL4 ATCC10261 37 EXGIY
AGEM12 SC5314 partial Sau3A 39 Tcal?

AZAP 3153a, cDNA 55 UBC4,>® CDKI (CDC28)y, CYBI*
LEMBL-3 stn-1 partial Sar3Al 57 ARF?7 CBP,'" EBP'®°
pUCI8 10127/5 partial Sau3Al 72 DHRF?
AGEMI12 KEMHS, partial Sau3Al 73 ENOIT?
AEMBL3 ATCCI10261, Sau3Al 75 a-INTI"®

Agtll SC5314, genomic sheared 76 Secretory acid proteinase’®
Uni-Zap XR ATCC32354, sucrose induced ¢cDNA 77 MAL2T
Bluescript KS+ 792-1, EcoRI1 87

pBR322 ATCC1026]1, EcoR1 124 LEU2'

pBR322 ATCC10261, BamHI 124 LEU®

pBR322 ATCC10261, HindliI 124 LEU2'

A590 SC5314, HindIll 135 P450L1A1'S
AZAP 1, EcoRI 138 Yyp!3®

1590 SC5314 EcoRl, completely digested 304 CEF-3,'88 TEF] *7 cpy'®7
pSM7 SC5314, Rsal 143 ARS| 143

Agtll ATCC20955, yeast cDNA 150 HSP7g'3

EMBL SC5314, partially Sau3Al 169 ACPR (CPHIY'®®
pUCIS ATCCI10261, Hindlll complete digestion 173 CHTI, CHT2'"?
pUCI18 ATCCI0261, EcoRI 173 CHT3'"?

AFixIl SS, partial Sauw3A 180 SAPI, SAP4'8°
pBluescript WO-1, partial Sau3A 180 SAPI, SAP4 CARE2'®®
AEMBL3 C74 partial Sau3A 182 SAPS, SAPS, SAP7'82
Agtlt WO-1 (opaque cDNA) 184 Opg's

Agtl0 WO-1 (opague cDNA) 185 PEP]®®
AGEMI12 SC5314 partial Sau3A 188 CEF-3'%8

Agtl] SC5314 cDNA 190 NAGI'®

Agtll 4918, EcoR1 207 PRSI

Agtll 3153a, partial EcoRI 243 Ca7 (telomere) 24°
AEMBLA4 WO-1 EcoRI 244 CAGI**

AZAPII SC5314, germ-tubes induced cDNA 252 CMD*2

A1149 616, EcoRI 259 27A sequence®®®
EMBL3 616, partial Sau3A 259 27A sequence®™®
Agtil ATCC265535, yeast cDNA 261 ENO!

Agtll ATCC26555, mycelial cDNA 261 HSP70%7
pGEMOYz(+) WO-1, White, cDNA 278 cWh1127
pGEM?9z(+) WO-1, Opaque,cDNA 278

AZAP SC5314, hyphal cDNA 286 ENOI*¢

AZAPIL 3153, mycelial cDNA 290 PYKI, ADH1>° HSP9)*®
AFixII 7, partial Sa3A 293 TopP1*?

A607 SC5314 HindIll, completely digested 145 CEF-3,'8 TEF] *7 CcpY'®
AZAPI ATCC32354, mechanical fragmentation 313 NMmT?

AFix II 4918 Sall 318 FASP!®
AGEMI11 B792, partial Sau3Al 38 CHS2%®

homozygosity at the desired locus. In this way,
Kelly er afl first achieved the disruption of the
C. albicans URA3 gene using the previously cloned

mitotic recombination on a heterozygous strain
(obtained through homologous recombination
with an appropriate gene marker) to generate
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Figure 2. A genc disruption strategy in Candida albicans. Scheme of the now
‘classical’ strategy to obtain gene disruptions in C afbicans.”® A construction is
made either integrating or replacing a portion of the desired gene (GENE) with
the hisG-URA3-his(F cassette. This construction is then used to replace the first
copy of the GENE in one of the chromesomes (a). Non-homelogous recombi-
nation can take place at this stage and the whole construct can be integrated
elsewhere in the genome. Selection on 5-FOA plates allows recovery of a
GENEfgenEA heterozygote following intrachromosomal recombination be-
tween the flanking Selmonella typhymurium hisG genes (b) but, also, other
recombination events can take place leading to the wild-type genotype (c). The
same procedure must be repeated again to disrupt the second allele. Entegration
of the cassette into the remaining wild-type allele will generate a homozygous
genEA/gen A mutant (d) while integration on the previously deleted allefe will
regencrate the heterozygous mutant (¢). Recovery of the Ura ™~ phenotype can
again be selected on 5-FOA plates (f). Multiple tandem integrations or non
homologous recombination events are not represented. Adapted from Fonzi

and Trwin™.

ADE?2 gene as selection marker.'*® This strategy is
not restricted to nutritional biosynthetic genes,
with an easy-to-check phenotype, and has, in
fact, been used recently with the C  albicans
CAGI gene.** The red phenotype of ade? strains
facilitated the genetic analysis, which involved the
identification of red and white sectored colonies.
Kelly er al later reported the construction of a
double leu2 wra3 auxotroph: the LEU2 gene
was disrupted with a foreign (A-derived) DNA
sequence and cotransformed with a CARS-URA3-
containing vector as a genetic marker. Ura" trans-
formants were then selected and LEUZ2 disruption
was confirmed by Southern hybridization. The
plasmid was subsequently lost in non-selective
medium to recover the wa3 auxotrophy'* and a
mutagenic step with UV was used to mutate the
remaining wild-type allele and isolate the desired
leu2 wra3 strain. The availability of strains with

two nutritional markers permitted the design of
disruption strategies based on both markers, and
therefore devoid of the random mutagenic pro-
cesses inherent to UV irradiation."*® Both copies
of the HEM3 gene were sequentially disrupted on
the host strain lex2 ura3 using the LEU2 gene. This
strain, however, required cotransformation with a
CARS-URA3-containing vector to isolate Leu™
colonies due to the poor growth in media supple-
mented with uracil. Some minor modifications of
these techniques have been used recently to disrupt
the C. albicans phosphomannose isomerase gene
encoded by the PMII gene*’® and the phosphori-
bosylanthranilate isomerase encoded by the TRP/
gene 2™

A major advance in C albicans genetics was
achieved recently when Fonzi and Irwin™ success-
fully adapted a strategy already used in S. cerevi-
siae.” This, now common, disruption strategy in C
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albicans research involves the use of the C. albicans
URA3 gene flanked by the Salmonella typhimurium
hisG genes to provide flanking recombination
regions {Figure 2). Following homologous recom-
bination at the first chromosomal allele, intra-
chromosomal excision of the URA3 marker is
selected with the antimetabolite 5-fluororotic acid
(5-FOA). These authors reported the disruption of
the URA3 gene with & phage-derived heterologous
DNA in the clinical isolate SC5314.%° The Ura ~
strains were then obtained through entirely mol-
ecular techniques, and are prone to genetic trans-
formation. These authors also described the
successful disruption of the ECE! gene (from
Extent of Cell Elongation)® and introduced an
18-bp endonuclease recognition site to identify the
chromosomal localization of the gene. A similar
strategy had been described previously by Gorman
et al. using a Gal~ strain and a construction in
which the G4L1I gene was flanked by the bacterial
cat gene, Excision of GALI was, similar to URA3,
selected with the antimetabolite 2-deoxy-D-
galactose.”!??

Using the strategy of Fonzi and Irwin or slight
modifications of this protocol, many other differ-
ent genes have been disrupted 38-89-93.133.179.193.
194.203.210.248 Por example, disruption of the second
allele of the PHRI pene was carried out using a
pop-in/pop-out strategy which involved recombi-
nation at the wild-type locus to generate a non-
tandem duplicated repeat of PHR/, one wild-type
allele and an adjacent mutated one.?' Selection on
5-FOA plates allowed the desired phr] null mutant
to be obtained. In some cases, rare recombination
events—probably involving multimerization—
have been shown to occur at a specific locus,”
although the system still allowed the generation of
null mutants.®” In addition, this system is useful to
assess the existence of multiple chromosomal loca-
tions of a defined gene.?! An interesting feature,
observed from the limited number of disrupted
genes so far achieved, is that single deletion strains
frequently display a partial phenotype with respect
to the wild-type and null mutant strains,'?*20>-246
a gene dosage effect which could reflect the
adaptation to the diploid state by C. albicans.

While the system described above is an essen-
tial tool for the analysis of gene function, a
major problem arises when trying to verify the
essentiality of a specific gene. Although C. albi-
cans has some homol?&ues of the S. cerevisiae
mating genes,*®13%1352% 5 exual cycle has not
been found and it is therefore not possible to use
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sporulation for this purpose. Antisense mRNA
has not been successfully used in C. albicans.
Essentiality, then, is inferred from the failure to
obtain null strains in most cases'®*?® but, obvi-
ously, a positive proof is desirable. A strategy to
circumvent this problem, and verify the function-
ality of the cloned gene, is to replace the
remaining wild-type copy in the heterozygote
with a mutated allele (thermosensitive, cold-
sensitive or simply a defective allele). This strat-
egy has been used for the myristoyl-CoA:protein
N-myristoyltransferase encoded by the NMTI
gene,” resulting in a myristate-dependent strain.
A second strategy may involve rendering the
remaining wild-type allele expression being
dependent on a regulated promoter, which, in
addition, allows analysis of the terminal pheno-
types associated with a specific gene deletion.
White-opaque regulated promoters,””>2’® nutri-
tional biosynthetic gene promoters,'®22!% sugar
assimilation promoters,2%77 or other metabolic
promoters!®63 may be used for this purpose.
Obviously, a highly regulated promoter, with a
low level (ideally not detectable) background ex-
pression in the uninduced state is necessary for
this purpose. The development of suitable host
strains with different nutritional markers'** may
allow the use of a third strategy, which involves
deletion of both alleles of a specific gene while
maintaining the wild-type gene on an episomal
plasmid. Plasmid loss can then easily be checked
by suitable genetic markers on the plasmid or by
counterselection, These above-mentioned strat-
egies should find application in the near future.

DEVELOPMENT OF A GENE REPORTER
SYSTEM

The development of a gene reporter system is an
essential tool to study gene function/regulation.
Although C. albricans genes have been used as gene
reporters in S. cerevisiae,”*° common gene report-
ers from other kinds of cells, (e.g. E coli
B-galactosidase (lacZ)*'®*** or Photinus pyralis
luciferase (LUC)"**®) do not work in C. albicans,'®®
even when C. albicans regulatory signals are
used. 154275 The peculiar genetic code of some
Candida species!?*2#%2%63% s an important—but
not the unique—limitation to heterologous gene
expression in Candida. In fact, a special t-RNA
has been shown to be responsible in C. albicans
for the unusual (and essential'®®) decoding of
CUG codons.***?* [t has therefore been necessary
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to develop gene reporter assays based on
genetically modified heterologous markers, or to
use homologous ones, to circumvent this problem.

Using the first strategy, the group of Ernst
developed the first gene reporter system described
in C  albicans, which made use of the
B-galactosidase activity coded by Kluyveromyces
lactis LAC4 gene.'** B-Galactosidase activity was
detected on solid plates or cell extracts supple-
mented with the chromogenic substrate X-Gal
(5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B- D-galactosidase).
The heterogeneity in expression observed in C
albicans transformants was interpreted in terms of
the final plasmid destination within the cell, either
integrated in low copy number in the genome or
maintained as high copy number episomal mul-
timerized DNA. Interestingly, L.AC4 gene mRNA
presents two CUG codons,”® thus indicating
that these putative changes still allow enzymatic
activity. This system has been adapted recently
to allow the construction of in-frame protein
fusions.®® The availability of polyclonal antisera
against Lac4p and the development of a light assay
(1000-fold more sensitive than the standard colori-
metric test)®® will improve the usefulness of this
system.

The luciferase from Renilla reniformis {(a luci-
ferase gene lacking CUG codons) has also been
successful%y used to monitor C, albicans gene ex-
pression,”’® Four different promoters GAL1, EFI-
a2, WHI1I and OP4 were studied using this system
and shown to be either constitutive (EFI-¢2),
regulated by galactose (GALI) or phase-specific
(WHII or OP4). A major advantage of this system
is that it is completely devoid of background, thus
enabling measurement of weak promoters. This
bioluminescent system is about 60-fold less effi-
cient in intact cells than in extracts. Green fluor-
escent protein (GFP),* a very useful monitor of
gene expression, is not expressed in C albicans.
GFP-derivatives have recently been obtained
which are optimized for flow cytometry analysis.””
GFP has a unique CUG codon, but its mutation
does not allow GFP detection.*” However, it has
been genetically optimized in its codon usage to
yield a GFP-derivative efficiently expressed in
C. albicans.® This system should find application
not only in gene regulation studies but also in the
determination of protein localization.

Two different systems have made use of homolo-
gous reporter genes. The URA3Z gene of C. albicans
has been used recently.'® This system is very
sensitive, allowing detection of single-copy genes
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as well as the construction of amino-terminal,
in-frame, enzymatically active protein fusions.
However, both the generation of cell extracts and
suitable auxotrophic host strains are required to
quantify gene expression precisely. Another system
has made use of the major glucanase from
C. albicans, XOGI.*" This system is useful in
S. cerevisiae and, in C. albicans, works on solid
and/or liquid media, allowing the use of flow
cytometry and therefore enabling a precise cell-by-
cell estimation of gene regulation.® Specific strains
deleted for the XOGI gene are, similarly to the
previous system, necessary to diminish the back-
ground glucanase activity in cells, which could
interfere when quantifying weakly expressed genes.
The introduction of a glycosylphosphatidylinositol
anchoring domain, to the C-terminal end of the
protein, anchors the activity to the cell, improving
the quantification of expression in flow cytometric
analysis.”” The functionality of XOGI as gene
reporter in S. cerevisiae® permits comparative
studies to be performed.

The improvement of these and other gene re-
porters will allow studies on the regulation of
already-cloned C. albicans genes to be undertaken.
It may also permit the identification of genes which
are regulated in a variety of environmental condi-
tions, thus improving our basic knowledge of the
physiology and genetics of this organism.

CONCLUSIONS

There has been a large increase in our basic
knowledge of C. albicans. Many genes involved in
important physiological processes have now been
isolated and the development of gene disruption
techniques is enabling the analysis of their rel-
evance to, and involvement in, a range of cellular
processes. The utility of S cerevisiae as a host
organism to identify and characterize cloned C
albicans genes will still be essential. Not only is the
complete sequence of the S. cerevisiae genome now
available, but the ongoing global project to assess
gene functionality in S. cerevisiaze (EUROFAN)
will provide a framework for C. albicans research,
However, despite the similarities between both
microorganims, C. albicans is a pathogenic yeast,
while S. cerevisiae is not. Therefore, a great effort
should be made in future years, to explain this
difference and generate the tools necessary for its
analysis. As an example, the development of gene
reporter assays will undoubtfully provide a useful
tool for the identification of differentially expressed
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genes and will allow appreaches to be employed
which are similar to those described in bacteria
for the identification of pathogenicity determi-
nants.'®>'% Pure molecular genetic approaches
will be then combined with more cell biological and
biochemical approaches that will enable us to
answer important questions about the biology and
pathogenicity of this medically important yeast.
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The ARGS5,6 gene from the dimorphic fungus Candida albicans was cloned by
functional complementation of the arginine auxotrophy present in strain EL2
(Arg-) using a gene library constructed in the double autonomously replicating
sequence vector pRM1. Sequence analysis revealed a putative 857 amino acid
polypeptide (95 kDa) which showed high homology (63 % protein identity) to
the Saccharomyces cerevisiae ARGS5,6 gene. Similarly to the $. cerevisiae gene,
the C. albicans ARGS5,6 gene is responsible for both the acetylglutamate kinase
and acetylglutamyl-phosphate reductase activities, the second and third steps
of arginine biosynthesis at the mitochondria. The C. albicans ARGS,6 gene
complemented the argé mutation present in S. cerevisiae {strain D160-4D) on a

yeast episomal plasmid using its own regulatory signals. A set of non-
integrative high-efficiency plasmid vectors based on this gene marker was
constructed and a null C. albicans arg5,6A strain was obtained using the
common URA3-blaster strategy. in addition, we generated an arg5,6A null
mutant in a single transformation event, thus improving the basic strategy for
generating gene deletions in C. albicans.

Keywords: ARGS,6, Candida albicans, molecular biology, gene disruption, arginine

INTRODUCTION

Despite the importance of Candida albicans as a model
pathogenic yeast, obtaining information abour its gen-
etics has been difficult due to its diploidy and lack of
sexual cycle (Kurtz et al., 1990; Scherer & Magee, 1990).
Although C. albicans genetics have largely relied on
Saccharomyces cerevisiae as an intermediate genetic
host, some of the most interesting and peculiar processes
in C. albicans, such as its ability to switch between a
yeast and a mycelial form of growth and its patho-
genicity to humans (Odds, 1988), cannot readily be
studied vicariously through a knowledge of §. cerevisiae.
The development of an efficient transformation system,
with the contruction of both autoreplicative plasmids
and suitable host strains, is then one of the major goals
to facilitate genetic analysis of the biology and patho-
genicity of C. albicans.

Although Kurtz and colleagues described both the
integrative transformation (Kurtz et 4l., 1986) and the

The EMBL accession number for the nucleotide sequence reported in this
paper is X98830.

development of autoreplicative plasmids (Kurtz et al.,
1987) in Candida, plasmids often multimerize in C.
albicans leading to difficulties in their isolation (Goshorn
et al., 1992). We recently developed plasmids carrying
two independent autonomously replicating sequences
(Cannon et al., 1990; Herreros et al., 1992) that allow
the introduction and recovery of DNA in C. albicans
(Pla et al., 1995). A second important tool in C. albicans
molecular genetics is the availability of isogenic auxo-
trophic host strains. Although both UV-enhanced mi-
totic recombination (Kelly et al., 1987; Sadhu er al.,
1992) and toxic metabolites (Gorman et a4l., 1991) have
been used for gene disruption in C. albicans, the most
commonly employed system now used makes use of the
strategy adapted by Fonzi & Irwin (1993), which
requires two sequential steps of gene disruption using
the C. albicans URA3 gene flanked by a heterologous
hisG sequence from Salmonella typhimurium. This
process could, however, be shortened if different genetic
markers and appropriate strains were available for
sequential disruptions, Although some nutritional genes
have been isolated (Rosenbluh ez al., 1985; Goshorn ez
al., 1992; Hoyer et al., 1994; Pla et al., 1995), there are
no reports of strains with more than one auxotrophic
marker obtained entirely by gene disruption.

0002-1082 © 1997 SGM
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In this work, we describe the isolation of the ARGS,6
gene from C. albicans by complementation of a
muragenized C. albicans arginine auxotrophic strain
and its use in developing a genetic transformation
system. In addition, we have constructed a triple ura3a
his1A arg5,6A strain and demonstrate the generation of
a homozygous arg5,6A null strain in a single trans-
formation event.

METHODS

Strains and growth conditions. C. albicans and Escherichia
coli strains are listed in Table 1. C. albicans strain 1001
(ATCC 64385), a wild-type strain from the Spanish Type
Culture Collection, was used as the source of genomic DNA
tor the construction of a genomic library in plasmid pRM1
(Pla et al., 1995). The following S, cerevisiae strains, obtained
from the Yeast Genetic Stock Center (Berkeley, CA, USA),
were used to check the function of the cloned C, albicans
ARG3,6 gene by complementation: X3163-4C (MATa argl
met] trp3 ade5 wral leul mal gal2); STX63-8B (MATa arg?
Iysd lys11 trp4 adel tyrl rad2 gal2y; STX9-1A (MATa arg3
ade2 gal2); AB18-20A (MATa arg4-8 ade? ade§5 CUPI™ leu2-3,
112 ura3-52 metl3 cyh"); D160-4D (MATa arg6 ura3 hom3
hisl trp2 adel metl gal2); X1049-9C (MATa arg8 trpl ural
his3 aspS); XJB17-2 (MATa arg?® thr4 leu2 ade6 gal2); and
STX14-1C{MATaargl0 ade2 gall). Yeast strains were grown
in either YED medium (1%, w/v, yeast extracr; 2%, w/v,
glucose) or SD minimal medium (0-67 % Yeast Nitrogen Base
without amino acids; 2%, w/v, glucose}, supplemented with
uridine, hisridine or arginine at 25 pg ml™, depending on the
nutritional requirements, with continuous shaking at 30 °C.
C. albicans Ura™ revertants were selected on S-fluoroorotic
acid plates as described previously by Navarre-Garcia et al.
(1995). E. coli strains were grown in Luria—Bertani (LB} or
Terrific Broth (TB} at 37 °C supplemented with 100 pg
ampicillin mlI™ for plasmid selection.

DNA manipulations. All DNA manipulations were carried out
following standard procedures (Sambrook et af., 1989).
Southern hybridization analysis was carried out using the
Nonradioactive Labelling and Detection kit (Boehringer
Mannheim) under high-stringency conditions on positively
charged nylon membranes. For the determination of the
ARGS,6 sequence, a 38 kb BamHI-BamHI insert from
plasmid pAN1 was purified from agarese gels and sonicated to
generate random fragments {300—600 bp in size) which were
subcloned into the Smal site of pUCLY. Plasmid DNA was
purified from E. coli transformants with Qiagen (Diagen) and
both strands were sequenced with an Automated Sequencer
{(ALF; Pharmacia) according to Sanger et al. (1977) using the
Universal and Reversal fluoresceinated primers. Sequence
comparisons and homologies were carried out using the FasTA
algorithm (Pearson & Lipman, 1988). DNA sequence analysis
was performed with the PCGENE software.

Plasmid constructions and gene disruption. Plasmid pRM1,
an efficient non-integrative plasmid, as well as its derived gene
library have been described before {Pla et al., 1995). The E.
colifyeast shuttle vector YEp352 has also been described
previously by Hill ez al. (1986}, YEpARG was obtained by
subcloning a 3-8 kb BamHl-BamHI fragment from pAN1 into
the BamHI site of YEp3352. Plasmid pANS, an autoreplicative
plasmid which transforms C. albicans with high efficiency
[>5 x 10° transformants (ug DNA)™] and which is repre-
sentative of a set of autoreplicative plasmids bearing this
marker, was obtained by replacing the Nael-Smal fragment of
pRMI10 (Pla et al., 1995) with a blunt-ended BamHI-BamHI
fragment from pAN1. For the disruption of the C. albicans
ARGS5,6 gene, the same 4 kb BamHI-BamHI fragment was
subcloned into pUC19 yielding pUC-ARG. An internal
SnaBl-Bglll fragment {which comprised most of the ARG
domain) was then replaced with either the BamHI-Bglll
fragment of pCUB-6 (Fonzi & Irwin, 1993) (carrying the
hisG—URA3-his(G cassette) or the Kpul-Ssp] fragment from
YEp-HISX (Pla et al., 1995) (carrving the C. albicans HISI

Table 1. Strains used in this work

rel Al (¢80facZAMI1S) F

Organism Strain Genotype/phenotype Origin
C. albicans  1001% Wild-type Gil et al. (1988)

C. albicans  SC5314  Wild-type Gillum et al. (1984)
C. albicans  FL2t Arg=Ade- Gil et al. (1988)

C. albicans CAl4 wral3A: cimmA34/ura3A: imm434 Fonzi & Irwin (1993}
C. albicans 1006 MPAT ser57 ura3 lysl argdt

C. albicans  RMI1000  wera3A::imm434/ura3A: cimm434 his1A: :bisG his1A: :bisG Unpublished

C. albicans CNC40  (RM1000Y§ arg5,6A: :hisG-URA3-hisG/ARGS,6 This work

C. albicans  CNC41  (RMI1000}§ arg5,6A: - hisG/ARGS,6 This work

C. albicans CNC42  (RM1000Y§ arg5,6A: : hisG/arg5,6A: :hisG-URA3-bhisG This work

C. albicans  CNC43  (RMI1000)§ arg5,6A: :hisG/args,6A: :hisG This work

C. albicans CNGC44  (RMI1000)§ arg5,6A: :hisG-URA3-hisGjarg5,6A: : HIST This work

E. coli MC1061  araD139 Alara—lew)7697A (lac)X74 gall galK straA Navarro-Garcia et al. {1995)
E. coli DHSoF K12 AllacZY A—argF U169 supE44 thil recAl end Al hsdR17 gyrA Hanahan (1988}

* A wild-type strain from the Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo {Spanish Type Culture Collection), ATCC 64385,

t An Arg” Ade” auxotroph derived from strain 1001.

} Designated arg57 (Goshorn & Scherer, 1989) and later shown to be arg4 mutant (Hoyer et al., 1994),

§ RM1000 background.
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gene) yielding, respectively, pUC-ARG-U and pUC-ARG-H.
Homologous integration of these constructs was achieved by
transformation using DNA that had been linearized with Scal
and BamHI. The genotype of all strains was checked by
Southern analysis using a Clal-Scal fragment of C. albicans
ARGS,6 as a probe and digesting the genomic DNA of the
transformants with Hpal-Clal (Fig. 1),

Genetic transformation procedures. C. albicans was trans-
formed using the standard protoplast method with minor
medifications (Herreros et al., 1992; Pla et al., 1995}, Gene
disruption of C. albicans ARGS,6 by cotransformation of
pUC-ARG-U and pUC-ARG-H was optimized with respect to
the concentration of both DNAs used in the assay. Protoplast
fusions were performed as described previously (Gil et al.,
1988). Electroporation was used for the recovery of plasmid
DNA from C. albicans transformants (Pla et af., 1995).

RESULTS AND DISCUSSION
Isolation of the C. albicans ARG5,6 gene

Strain EL2 is an arginine and adenine auxotroph ob-
tained through ethylmethane sulfonate mutagenesis of
strain 1001 as described previously (Gil ez al., 1990). This
auxotrophic mutant was used for the generation of a set
of C. albicans mutants altered in their ability to undergo
the dimorphic transition (Gil ez al., 1988, 1990). We first
verified that the arginine biosynthetic defect present in
strains EL2 and 1006 (arg4; Hover et al., 1994) was
different since it was possible to isolate prototrophic

Clal, 11 Clal 36
Bghl,0 Clal.0-7 l Barmti,4
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Fig. 1. Physical map of the ARGS5,6 locus and its disruption
strategy. The hisG-URA3-hisG cassette and the HIST gene were
used to replace an internal fragment of the C. albicans ARG5,6
gene. Only the relevant restriction sites are shown, with
numbers indicating the position in kb. The asterisks indicate
restriction sites that are derived from the multiple cloning site
of the pUC polylinker and are not found in the genomic DNA.
Arrows represent the structural genes. The probe used in
Southern blot analysis and the recombination region are
indicated (see Methods).

hybrids when parasexual crosses between both strains
were carried out. A gene library constructed in the
double auronomously replicating sequence vector pRM1
(Pla et al., 1995} was used to isolate the complementing
gene. Screening of approximately 50000 transformants
yielded 14 prototrophs after 7 d growth in selective
medium. Only one of them was characterized further.
Plasmid DNA, designated pAN1, was extracted from
this transformant and was shown to be capable of
complementing the auxotrophic phenotype upon
retransformation. Standard restriction analysis revealed
an insert of approximately 7 kb, with a minimal 3-8 kb
BamHI-BamHI complementing region (Fig. 1}. When
present in the episomal plasmid YEp352 (plasmid YEp-
ARG), this DNA was shown to complement the argé
defect present in strain D160-4D (an arg6 mutant).
These results demonstrate the usefulness of these repli-
cative plasmids (Cannon et al., 1992; Pla et al., 1995) in
C. albicans genetic manipulation.

Sequence analysis of the C. albicans ARGS,6 gene

Sequence analysis of the insert revealed a putarive ORF
of 857 amino acids (95 kDa). This protein was 63 %
identical to the predicted translation product of the
ARGS,6 gene of S. cerevisiae (54% identical to Schizo-
saccharomyces pombe Arg$,6p), thus indicating that we
had cloned the C. albicans ARGS,6 gene. In S. cerevisiae,
this gene is responsible for the generation of a poly-
peptide which is post-translationally processed yielding
two mature polypeptides that encode the acetyl-
glutamate kinase (ARG6) and acetylglutamare-phos-
phate reductase (ARGS) activities in the arginine biosyn-
thetic pathway (Boonchird et al., 1991). Thus, in C.
albicans, the genetic organization of the ARGS3,6 locus is
apparently similar to that in S. cerevisiae (Boonchird et
al., 1991) and Schiz. pombe (van Huffel et al., 1992) and
contrasts with the situation in prokaryotes where each
activity is encoded by a separate gene. A putative TATA
box was found around position 253 (Fig. 2), while
a putative transcription termination signal was at
2943-2967 (based on their homology to S. cerevisiae
consensus signals), No obvious S. cerevisiae GCN boxes
(consensus sequence TGACTC) could be found in the
5’-upstream region, as has been observed for the C.
albicans ARO3 (Pereira & Livi, 1995) and ARG4 (Hoyer
et al., 1994) genes. In addition to the 2rg4 murtant strains
1006 and TMSU221, another complementation group
designated arg100 has been described for strains A642,
hOG318, hOG357, FC18-6 and WC-5-4 (Hoyer et al.,
1994) located on the R chromosome. pANS, an auto-
replicative plasmid bearing the ARGS3,6 gene, did not
complement hOG318 arginine auxotrophy.

Construction of an arg5,6A null mutant

We used two different strategies to obtain an arg$5,6A
mutant in the #ra3A bisIA strain RM1000 background.
We first used the URA3-blaster protocol to generate an
arg5,6A mutant. Using the URA3 marker (construction
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ACTTTGAATATTTTTTTARACCATT AQTACTAATTCATATTGCTTTTGCTTTGATAAAAR 60

AAAMAARGAGGACGCAMATIGS TAAGGTCACGTGCACACTGATCTTACATCGCGGTARRG 120

ARAATTTTTTCCARAAATARTTACTC TTTTTGATCAAATTTATATTCAATTTAATTATTG 180

CGATAA TARATGAAATTTTTTTTTAAAAARAGGAGACRAAATTARAARTGTGARAAGAAR 240

ATTTTTTTTCAATATATATACCASTTTTTCTTTTCTTTCCTGGTTTTIGAAACTTTTTTTT 300

ATATATTTTCATTGAGTCCCTTATACTGTCTTATAATGATCAGACAAGTGAATAARAAGG 360
M I R Q V N K K

CTATTTCARACAGTCTTTTCARARGA TTATOGC TCAGCSGTAGTGCTTTTGC TAATATTA 420
A I 5 N S L F X RKR L § L &8 G S A F A N I

CAGCCAATAAAARATCGTCCACTCATCAACTCAACCAARAGACTCAATTAGCAAATGTTC 480
T A N K K 5 5 TH QUL NQEKTGQTULANYV

GTITCTATICAACARARTCCACTGT TATTCAGTTATTGAACRACATTGGTTCCARRCGTG 5S40
R F Y S T K § T V I QL L NNTIGTSXKR

ARGTTGAACAATACTTGAAATATTTCACTTCGGTATCTCAACAACAATTTIGCTATGATCA 600
EV EQY L K Y F TSV 5 Q Q QF AV I

AAGTTGGTGGTGCAATTATCACCCAACAATTGAACGARTTAGCATCATGCTTGGCATTTT 660
XK VG GAIITOQOQOOLNTETLA ATSTECTLATF

TGTATCATGTTGGTTTGTACCCTATIGTTTTACATGGTACTGCTCCACARATCAATGAAT 220
LY HV ¢GL Y P I V L HGTGU?P QI NE

TOTTGGAMAACGAACG TETTGAACCAGRATATATTORATGGTATCAGAATCACCAACCCCA 780
L L. ENECGVV E P EY I DGTIURTITHNKTFP

AAACAATGAAAGTAGTACCTAAGTG TTTCTTAGAGCAAMACTTGCGTTTGGTGACAGCTT 840
K T™ ¥ E ¥V VR K CF L ELNULI RULUVTRA

TGGAARAANTTGG TG TTCACGCTCOTCCAATAACTGCTGGTSTATTTGRAAGCTGAATATT 200
L E XK I GGVHARU®PTITUAGVYVYTFEH ADTETY

TGGATAAGGACAAGTATCARTTAGTTGGTAAAATCACTAGTGTCAACARATCCCCAGTTG 560
L D XKDZEKYOQIL VG X I TS5 VNI EKSTPV

ARGCTGCCATCAATAGTGGATACTTGCCAATTTTGACATCTTTGGCCGARACCTCTCTGS 1020
E A A TITWNSGYTL P? I L TS UL AET S S

STCAATTATTAAATGTCRATGCCGACGTTGC TGCCGGAGAATTAGCTCGTGAATTTGAAC 1080
G Q L L NVNAMDBVAAGETLHA ATRETFE

CTTTGARAATTGTTTACTTGAATGARAAAGG TGGTATTATARAACGGAAACACTGGTGAGA 1140
P L K IV Y L NEE KGTUGTITINGNTGE

AAGTTTCTGCTATCAATTIGGATGAAGAATATGAAGATTTGTTAAAGGARAGTTGGSTTA 1200
K ¥V S A I NLDETEYEDILILIXKE S WV

AATATGGTACTARATTGARGATCAAGGAARTTCACGATTTATTACAACATTTGCCAAGAT 1260
K ¥ 6 T KL K I K EIHUDULILOGQHIL P R

CTTCTTCAGTIGCCATTATTGA TG TCAACGATTTACARAAGGAATTGTTCACTGATTCTG 1320
5§ § § VaAIIDVNDULOGQIEKTEULTFTDS

GTGCTGGTACTTTAATCAGARGAGGTTACAGATTAATTAACAGARACTCCTTGCGTGATT 1380
G A G TUL I R RGY RULINZRNISILURD

TTGETAACCCAGACTTIGTTAAGAAACGCATTGTTARGAGACCCAGAAATCARAARCTGGTA 1440
F G N PDLLGRNAGBILIULZRD®P®PETIIZ KTG

AAGTGTCTG TIGCT T CATACTTGAARG TTTTTGGATTCTGTTCAATTCAAGAGTTATGGEG 1500
Xv 8 v a5 ¥ L XP¥?¥LDSV QgQFIKSYG

ACGAACCTTTGGAAGTATTGGC TATTGTGGTAGAACAAAATGACARAATTCCTAAATTAG 1560
CE P LEV L AIVVECUQ®HNTDIEKTITFPZXTL

ACGAGTTTTTGTCATCCAAGACAGG T TGGTTAAACAATGTTACCGATAATATTTTCAATG 1620
D EF L S S KTG WIULWNNUGYTUDWMNTITFN

CTATCAAGAAAGATTACAGTCAATTATG TTGGGTIGTTAATGAAAACGATGCCARNCTTAC 1680
A I K KDY S QL CW VYV VNETNDRAZIN L

CTTGGTATTTC TCCARATCAGATGC TTCATTTGCCARGAATGGCCARATCTIGTTTTIGET 1740
F WY PS5 K S DG S F A KNG QTIULTF W

ACGGTTTARACATTGACGAAGCTAGTAAATTGATTARAGAATTTGATTCTTCATCTATTS 1800
Y G LN IDEZ AUSIEKTULTIZE KTETFTDSZSSTI

GATCATCGTTGTCATCTTCTARAGAATCTGGCGTATTCACATCTGC TCAACAARAGCGTG 1860
G 8 5L 5 8 8 KE S G V PF T S A QO KR )

GTTTCCACCACTCTACAGTCCGTAGARACACCARTCCTAATCCTCCATTATCTGARGGTA 1920
G F HH STV RRUNTINTZPNUPUPILS E G

AGCAAACCGAGAGAMARAAAGTTGCTTTSATTGG TGCTAGAGG TTACACTGGACAARACT 1980
XK Q TERUEKE KV A LI GARTGTYTTGO OQOHN

TGATTARATTGATCGACAACCATCCATACTTGGATATTTCATATG TG TCGTCACGTGAAT 2040
L I X L I DN#HP Y L DI S YV S S5 BRE

TGGAAGGTCAAAAATTACAAGGTTACAACAAGGATAACATTG TTTACTCCAACTTGCAAA 2100
L EG QK LOQGYNUZE KU DWNTIUVY S NILQ

TTGAACSACATCAAGAGATTAGAAGARMACAATGAGGTIGATGTTTGGGTTATGGCTTTAC 2160
I EDIEKERTULETEWNWDNTEUVDV W V H AL

CTAATGGTGTTTGTAAACCATTTGTTGACACTATTCATTTAGTTCAGAACCCARATTCTA 2220
PN GV C X PF VDTTIUDILVYV®QNTFPNS

ARATTGTCGATTTATCTGCTGATTATCGTT T TGACACAACTGGTGAATGGACTTATGGAT 2280
XK I v bL s A~ADYRVFUDTTGEWTY G

TACCAGAACTARA TGATCGTARGACCATAGC TCAAGC TAAGAAAATTTCCAACCCAGGTT 2340
L P ELNUDZERIXTTIBAUGQCA®AIEKIEKTISWNUFPG

GCTATGCCACTGCTGC TCAAGTCGCCATTGCCCCGTTARAAGRATATATTTCTGEAACTC 2400
¢C ¥ AT A A Q VA I A P L KEUVY I S5 G T

CAAGCATTTTTGGTGTTTCTGGC TATTCAGG TGCTGGAACCAARCCATCTCOGARGARCG 2460
P &8 I F G VS G Y S G A G T KUPFP S P KN

ACGTCAATTTATTSTCAAATARTTTARTTCC TTACTCGTTARACTGATCATGTACACGARR 2520
DV N L L SNUNULTIUPY S L TDHV EE

AAGARATTAGTAGTCAATTAGCTTTACAAGTTGCATTTACCCCACACGTTGCTCARTGGT 2580
¥ EI § 5 QL G L ¢V A F TFPHUV A Q W

TTCAAGGTATTACTCATACTATCARCATTCCAATTAAMARAGGATCTTTGACTTCTCGTG 2640
F Q 6 I T HTIMNTI P I K KOG S L T 8 R

AAATTAGAARACATTTACCARGATAGATATCARGGTCAAAAGCTAATCACCATTAGTGGAS 2700
E I RNTIT Y Q DR Y QG EKIULTITTIZSESG

AAGCACCACTTGTTAAAGACATTAGTSGCARACACGGTGTCG TTGTTGCTGGCTTIGCTE 2760
E A PLV KDI S G EKZEREBEGUVV V G G F A

TCAACTCTAATGARGACCGTGTTCTTATIGTTIGCCACTATTGACAATTTGTTGAAAGGTG 2820
vV N S N EDERV YV IV ATTIUDHNILTLEKSG

CAGCTACCCAATGTCTACAAAATATAAATT TGAGTCAAGAATTTGCTGAATACGATGGTA 2880
A A TQC L OQDNTINILSESOQETFGET<YTDSG

TTCCAACCGAATCCTIGATCAGAGGC TARAC TTGCCACAAAAAGAGTATGAAATTTTTTA 2540
I # TE S L I R G -

GAIAGTTATTATTGTIAGTTTTTTITTCCTATAAGTTATATAAATAGACTTTATATACAR 3000

TCATATACACTTIGTTTGATTAGATTAAGTTT TGATATTTCTTCCCTTTATATATACTICT 3060
AATATTTTATAGCCAATTA GGATCC

Fig. 2. Nucleotide sequence of a Scal-BamHI fragment encoding C albicans ARGS,6 with its deduced amino acid
translation. The presumed TATA box region (underlined) and the putative transcription termination signal (double
underlined) are shown. Scal and BamHl sites are highlighted in bold.

pUC-ARG-U), a clone was selected which was shown by
Southern blotting to integrate the URA3-blaster con-
struction at the ARGS,6 locus, yielding the heterozygous
strain CNC40. Excision of URA3 was achieved on §-
fluoroorotic acid plates, yielding strain CNC41. Strain
CNC42 (homozygous arg5,6A strain) was obrained
through a second round of transformation which
allowed us to obtain arginine auxotrophs at a frequency
of 15%. Finally, excision of URA3 on 5-fluoroorotic

acid plates yielded strain CNC43 {ura3A his1A arg5,6A).
In an alternative approach, the C. albicans HIS1 gene
(Pla et al., 1995) was used to replace an internal region
of C. albicans ARGS,6. Strain CNCA40 was transformed
with pUC-ARG-H making use of HISI (see Methods) as
a selectable marker (Fig. 1). Fifteen of 21 Ura* Hist
transformants (70 %) were shown to be arginine auxo-
trophs. This strain was efficiently transformed to ar-
ginine prototrophy with plasmid pANS (see Methods).
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The availability of an appropriate genetic marker, the C.
albicans ARGS,6 gene, allowed us to check the feasibility
of a single-step gene disruption in C. albicans. We
cotransformed strain RM1000 (bis1A ura3A) with bath
URA- and HIS-blaster constructions. A cotrans-
formation frequency of approximately 10% was found,
similar to that quoted by other authors (Kurtz ef al.,
1986, 1990). Ten per cent of the prototrophic clones
were shown to be arginine auxotrophs (strain CNC44)
carrying the correct (i.e. homologous) recombination
event at the ARGS,6 locus. This result is in general
agreement with estimated frequencies for single re-
combination events (70% and 15%).

We conclude that it is possible to generate a deletion in
a specific C. albicans gene in a single transformation
step. This should expedite the generation of homo-
zygous null murtants by integrative transformation by
reducing substantially the number of steps required to
achieve the disruption of the two alleles at each genetic
locus. Strains with different gene markers (like the #ra3A
hisIA arg5,6A strain described in this work) and suitable
for genetic transformation should allow the deletion of
both alleles of a specific gene while maintaining the
wild-type gene on an episomal plasmid.
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Los aspectos destacables de esta Tesis son los siguientes:
a) Originalidad del trabajo:

£l trabajo que presenta la Dra L. Monteoliva es de gran originalidad en el campo cientifico de la
biologia molecular de hongos patégenocs. Las infecciones producidas por hongos han experimentado un
considerable aumento durante los Gltimos afios debido a varios factores como son la aparicion del SIDA, la
extension del cancer y el aumento de personas inmunodeprimidas. Una de las especies que se aisla con
més frecuencia en las infecciones flngicas es el hongo dimérfico Candida albicans que se ha utilizado
como modelo en este trabajo. El nimero de antifingicos disponibles es muy pequefio y presentan
problemas de toxicidad y/o de aparicion de cepas resistentes. Es por tanto necesario buscar nuevas
dianas en la céilula fingica que permitan el descubrimiento y desarrollo de nuevos y muy selectivos
agentes antifiingicos.

El trabajo de la doctoranda se baso en el descubrimiento, aislamiento y caracterizacidon de una diana
esencial en la célula fangica que puede permitir el descubrimiento y desarrollo de nuevos
antifangicos. El trabajo consistié basicamente en:

1.- Clonacion, caracterizacién y analisis funcional de un gen C. albicans homédlogo al gen SEC14 de
Saccharomyces cerevisiae. Dicho gen codifica una proteina (Sec14p) implicada en la ruta de secrecién de
proteinas. ‘

2.- Demostracion de la esencialidad de dicha proteina para el crecimiento de la célulua fangica,
aspecto muy importante para ser una buena diana de agentes antifingicos.

3.- Estudio de las proteinas humanas homoélogas funcionales de Sec14p. Demostracién de la
capacidad de dichas proteinas humanas de complementar mutantes con el gen SEC74 delecionado, a
pesar de no presentar homologia a nivel de secuencia con Sec14p. Esta falta de homologia estructural
hace de Sec14p una diana muy prometedora, capaz de ser inhibida por agentes antifiingicos con gran
selectividad sin afectar a la céiula humana.

4.- Diseiio de sistemas “in vivo” de busqueda de farmacos antifiingicos que inhiban a la diana
propuesta con la selectividad adecuada.

De este trabajo es importante resaltar que la proteina Sec14p es la Gnica diana propuesta hasta el
momento de la gran cantidad de proteinas que intervienen en un proceso tan complejo como es la
secrecion de proteinas. Ademas al no presentar homologia estructural con las proteinas humanas
que realizan la misma funcién representa un descubrimiento muy importante para ser utilizado por
la industria farmacéutica.
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b) Relevancia cientifica.

Este trabajo ha dado lugar a varias publicaciones en Revistas de gran relevancia internacional en el campo
de la Microbiologia y de la Biologia Molecular como son Yeast (2 publicaciones) y Microbiology
(1publicacién) asi como a una publicacién en la Revista Espafiola de Microbiologia.

Monteocliva L., Sanchez M., Pla J.,Gil C. and Nombela C. Cloning of Candida albicans SEC14 gene homologue
coding for a putative essential function. Yeast 12, 1097-1105. 1996.

Pla J., Gil C, Monteollva L., Navarro-Garcia F., Sdnchez M. and Nombela C. Understanding Candida albicans at
the motecular level. Yeast 12, 1677-1702. 1996.

Negredo, A., Montecliva L.,Gll C., Pla J. and Nombela C. Cloning, analysis and one-step disruption of the
ARGS,S gene of Candida albicans. Microbiology 143, 297-302. 1997.

Molero, G., Diez-Orejas, R., Navarro-Garcia, F., Monteollva, L., Pla, J., Gil, C., Sdnchez-Pérez, M and Nombela,
C. Microbiologia. 1998 (en prensa).

Ademas este trabajo se ha presentado en Congresos Nacionales e Internacionales:

L. Monteoliva, C. Vieira, M. Sanchez, J. Pla, C. Gil y C. Nombela. Clonacién y caracterizacién del gen SEC714 de
Candida albicans. XV Congreso Nacional de Microbiologia. Madrid. 25-28 Septiembre, 1995.

L. Monteoliva, M.L. Herndez, M. Sanchez, J. Pla, C. Gil and C. Nombela. Isolation and characterization of
Candida albicans SEC14 gene. Seventeenth International Conference on Yeasts Genetics and Molecular
Biology. Lisboa, Portugal. 10-16 Junio, 1995,

L. Monteoliva, F. Navarro-Garcia, A. Negredo, M. Sanchez, J. Pla, C. Gil and C. Nombela. Protein secretion as a
potential antifungal target. ASM Conference on Candida and Candidiasis: Biology, Pathogenesis, and
Management. San Diego, California. 24-27 Marzo, 1996.

c) Utilizacién de la metodologia adecuada.

En este trabajo se han utilizado las técnicas mas actuales de manipulacion de DNA y de proteinas.
Clonacion y secuenciacion, hibridacion de acidos nucleicos, reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
analisis informatizado de secuencias, mutagénesis dirigida, electroforesis de campo pulsante y Wenstermn
blot. Ninguna de las técnica empleadas resulté ser inadecuada para el estudio planteado, obteniéndose
siempre resultados valorables. Por lo tanto, se ha combinado la actualizacién con la economia de medios.

d) Actualizacién bibliogréafica.

La Tesis incluye una revisién bibliografica perfectamente actualizada. El estudio de la secrecion de
proteinas ha sido iniciado y desarroliado por la doctoranda con el esfuerzo que supone el abrir una nueva
linea de trabajo.

Ademas la doctoranda ha realizado un gran esfuerzo en el estudio de la secrecion de proteinas, proceso
muy complejo y de gran actualidad, ya que continuamente estan realizandose nuevos descubrimientos.

En resumen, creemos que la Tesis de la Dra L. Monteoliva acredita una excelente calidad y
consideramos su rendimiento y el trabajo desarrollado en el Departamento de Microbiclogia como
muy satisfactorio. Por ello, nuestro Departamento considera a la Dra L. Monteoliva una excelente
candidata para que le sea concedido el Premio Extraordinario de Doctorado.

Madrid, 16 Marzo 1998.

Secretana del Departamento
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