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ARS secuencia de replicación autónoma
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ATP adenosintrifosfato
BCIF 5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato
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CECT colección española de cultivos tipo
DNA ácido desoxirribonucleico
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h horas
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MAP proteína activada por mitógenos
mM milimolar
mg miligramos
mí mililitros
ms milisegundo
MUG 4-metil umbeliferil ¡VD-glucapiranósido

microgramos
í.II microlitros

micrómetros
nm nanómetros
O ohmios
ORF marco abierto de lectura
PA ácido fosfatídico
pb pares de bases
PC fosfatidilcolina
PCR reacCión en cadena de la polimerasa
PE fosfatidiletanolamina
Pl fosfatidilinositol
pí punto isoeléctrico
PI4K fosfatidilinositol-4-quinasa
Pl!’2 fosfatidilinositol 4,5 bifosfato
PIPSK fosfatidiíinositol-4-fosfato-5-quinasa
PITP proteína de transferencia de fosfatidilinositol
PKC proteína quinasa C
PLC fosfolipasa C
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ABREVIATURAS

PLD fosfolipasa D
PMSF fluoruro de fenilmetilsulfonilo
RE retículo endoplásmico
5 sorbitol
SM esfingomielina
SNARES proteínas que marcan las vesículas de secreción y las membranas de los

distintos compartimentos de la ruta de secreción de proteínas
SR!’ partícula de reconocimiento de la secuencia señal de entrada en la ruta de

secreción
T timina
TGN trans-Golgi network (red del trans-Golgi)
ts termosensible
V voltios
y volúmen
OC grados centígrados

8



INTRODUCCIÓN

INTRODUCCIÓN

1. Candida albicans.

El estudio de Candida albicans ha experimentado un considerable auge en los
últimos años debido al importante aumento del número de pacientes que sufren
infecciones producidas por este microorganismo. La causa de dicho aumento hay que
buscada, sobre todo, en la aparición del SIDA, en la extensión del cáncer y en el aumento
del número 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 antifúngicos eficaces, que no presenten problemas como la
toxicidad y la aparición de cepas resistentes, es uno de los motivos que impulsan a la
investigación en C. alb¡cans. Otro motivo importante surge de las características
biológicas especiales que presenta esta levadura, ya que la capacidad de realizar un
proceso de transición entre dos formas de crecimiento distintas hace fascinante su estudio
a nivel básico para tratar de entender el mecanismo por el que se lleva a cabo dicho
proceso.

LI. Características biológicas.

1.1.1. Características generales

.

C. alb¡cans es una levadura con un tamaño medio de 4 a 6 gm de diámetro
(Saltarelli, 1989). Suele vivir en la superficie de la piel y las mucosas humanas sin
ocasionar ningún tipo de problema, pero en situaciones de inmunodepresión puede
causar infecciones superficiales o sistémicas.

O. alb¡cans 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 está formado por 30 especies y se puede identificar
basándose en los azúcares que es capaz de fermentar y asimilar (Saltarelli, 1989). Otra
característica clave a la hora de identificar esta especie es su capacidad de realizar la
transición dimórfica.

El color blanco de las colonias de C. albicans también es característico, así como
la capacidad presentada, sobre todo por determinadas estirpes, de cambiar de morfología
colonial. Este último fenómeno, denominado “switching’, se produce con elevada
frecuencia en esta especie y, en ocasiones, se ha relacionado con la evasión de las
defensas del huésped en pacientes con candidiasis (Nombela et aL, 1989). También se
ha apuntado la posible relevancia del “switching’ en el proceso de adaptación a los
distintos ambientes de crecimiento del hongo (5011, 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 adaptación a los distintos entornos (Solí,
1992). Uno de los cambios más comunes es el de colonias lisas a colonias rugosas. Este,

9





INTRODUCCIÓN

1987; Odds, 1988). También, en determinadas condiciones de cultivo in vitm, algunas
células de las hifas de C. albícans pueden engrosar su pared y producir formas de
resistencia o clamidosporas.

El estudio de la transición dimórfica se ha abordado básicamente con dos
estrategias diferentes. La primera es la obtención y estudio de mutantes alterados en este
proceso de forma que, bien sólo crezcan en una de las morfologías o bien sean capaces
de realizar la transición dimórfica en ausencia de inductores del proceso (Gil et aL, 1990;
Gil et aL, 1988; Nombela et aL, 1989). La segunda estrategia consiste en el estudio
comparativo de las células de una determinada cepa creciendo en condiciones de
inducción de la filamentación con las mismas células en condiciones de crecimiento
levaduriforme (estudios de diferente expresión de genes, etc.).

La filamentación se produce como respuesta a un estímulo existente en el
ambiente de crecimiento de la levadura. Éste puede ser de muy variada naturaleza:
aumento de la temperatura, incremento del pH, entrada de las células en fase de carencia
de nutrientes o adición al medio de incubación de una serie de sustancias como suero
sanguíneo, N-acetilglucosamina, estradiol (Madani et aL, 1994) o ciertos aminoácidos
(prolina, medio de Lee (Lee etak, 1975)) (Culter, 1991; Odds, 1988; SoIl, 1986).

La manera en que el estímulo del medio externo es detectado por las levaduras, se
transmite al interior y desencadena los cambios necesarios para que se produzca la
transición dimórfica es muy poco conocida. Se ha propuesto que el estimulo inductor
produciría un mensaje intracelular que, directamente o a través de cambios en
componentes citoplasmáticos, modificaría el citoesqueleto de la levadura y el patrón de la
biosíntesis de la pared celular. Estas alteraciones llevarían a cambios en la composición y
grosor de la pared, así como en el sitio de gemación, lo que desembocaría finalmente en
el inicio de la formación de una hifa (Cannon et aL, 1994).

Con respecto a la forma en que se transmite la señal de inducción de la
filamentación en el interior celular, algunos genes de C. alb¡cans (homólogos a genes de
la vía de transducción de señales de apareamiento en Saccharomycos cerov¡siae) han
sido implicados en una ruta de transducción de señales de C. albicans que interviene en
el desarrollo de las hifas. Estos genes son: CST2O (codifica la proteína homóloga a la
proteína quinasa Ste2Op (Kóhler y Fink, 1996; Leberer et aL, 1996)), HST7 (codifica un
homólogo de la MAP quinasa quinasa Ste7p (Clark et aL, 1995)) y CPHI (codifica el
homólogo del activador transcripcional Stel2p (Liu et aL, 1994; Malathi et aL, 1994)). La
interrupción de estos genes en C. alb¡cans suprime la formación de hífas en ciertas
condiciones (Kóhler y Fink, 1996; Leberer et aL, 1996; Liu et aL, 1994). De todas formas,
mutantes en la mencionada vía todavía pueden formar hifas en respuesta a suero, lo que
sugiere la existencia de otras rutas de señalización implicadas también en este proceso.

El mecanismo molecular que regula el proceso de la transición dimórfica debe de
ser bastante complejo. Hasta la fecha, muchos de los esfuerzos realizados para su
comprensión han llevado, en muchas ocasiones, a la descripción de genes con expresión
diferencial en fases de levadura y de micelio o de proteínas con distinto grado de actividad
en las dos morfologías, pero no al hallazgo de los genes implicados en la propia
regulación de dicho proceso de transición dimórfica.

Así, se han identificado genes cuya expresión se encuentra inducida como
respuesta al desarrollo de las hifas, como son ECEI (asociado con el crecimiento del
micelio) (Birse etat, 1993), HYRI (Bailey etaL, 1996) y HWPI (Staab otat, 1996). Estos
dos últimos posiblemente codifican proteínas de pared. El hecho de que genes
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relacionados con la pared celular se regulen en la transición dimórfica es de esperar, ya
que esta estructura presenta diferente composición en levaduras y micelios (Cannon et
aL, 1994). También los genes CHS2 (00w et aL, 1994) y CI-1S3 (Sudoh et aL, 1993), que
codifican las enzimas de síntesis de pared celular quitinsintetasa 2 y 3 respectivamente,
aumentan su expresión durante la transición levadura-micelio. Otros genes cuya
expresión se correlaciona con la producción de hifas a pH neutro son SAP4, SAPB y
SAP6, que codifican proteinasas aspárticas de secreción (Hube etaí, 1994).

También se conocen genes cuya expresión es mayor en levaduras que en hifas.
Entre éstos se encuentra SAP2 (Hube et aL, 1994), que codifica la proteinasa aspártica
de secreción más estudiada de C. albicans y Whll que sólo se expresa en la levadura en
fase blanca de la transición “white-opaque (Srikantha y SoIl, 1993). La expresión del gen
CPYI, que codifica la enzima vacuolar carboxipeptidasa Y, se encuentra regulada
negativamente durante los primeros estadios de la transición levadura-micelio (Mukhtar et
aL, 1992). También, la expresión del factor de transcripcion Efglp está regulada a nivel
transcripcional, de manera que disminuye hasta niveles muy bajos en condiciones de
inducción de la formación de hifas (Stoldt et aL, 1997). Se ha propuesto que este gen,
EFGI, puede actuar como activador y como represor transc¡lpcional y que se encuentra
implicado en la regulación de la morfogénesis de las levaduras, hifas y pseudohifas de
C. alb¡cans.

Se han descrito, asimismo, proteínas cuyas actividades se encuentran reguladas
por el proceso de transición dimórfica, pero no varían los niveles de mRNA del gen
correspondiente. Así, la H~-ATPasa codificada por FMAI muestra su cinética alterada en
los tubos germinativos (Monk et aL, 1993) y la actividad de la ornitina descarboxilasa
(codificada por el gen ODC) se eleva mucho en el momento inicial de la inducción del
dimorfismo (Domínguez, 1996).

En la búsqueda de genes con expresión diferencial en ambas morfologías, se han
encontrado algunos que están regulados, en realidad, por el factor utilizado para inducir la
transición dimórfica más que por el proceso en sí. Precisamente, una de estas estrategias
condujo a la donación de PHRI. FI-IR 1 y FI-1R2 son dos genes homólogos cuya expresión
se regula por las variaciones de pH del medio externo. El primero se expresa a pH
superior a 5,5, mientras que PHR2 tiene su mayor expresión a pH 4 ó 5. La deleción de
cualquiera de ambos genes produce defectos morfogenéticos en células creciendo al pH
en que se expresan (Fonzi, 1996; Saporito-lrwin et aL, 1995). También el gen HEXI, que
codifica la f3-N-acetilglucosaminidasa y se clonó a partir de la purificación de esta enzima
del medio de cultivo, tiene su transcripción inducida en presencia de N-acetilglucosamina
(inductor de la filamentación) (Cannon et aL, 1994a).

Todo lo expuesto anteriormente parece indicar que, aunque la expresión de
muchos genes se encuentra regulada en el proceso de transición dimórfica, los factores
que la regulan se podrían expresar por igual en ambas morfologías (Brown, 1996). Muy
recientemente, se ha descrito que la disrupción del gen RBF1 de C. alb¡cans produce
alteraciones de la morfología de los filamentos en todos los medios probados (lshii et al,
1997). Este gen tiene un dominio de unión a DNA y, además, la proteína que codifica se
localiza en el núcleo, por lo que se sugiere que podría tratarse de un factor de
transcripción que podría estar implicado en la regulación de transición levadura-micelio.

La relación del dimorfismo con la virulencia es muy controvertida (Odds, 1988;
Ryley y Ryley, 1990). A pesar de que se ha sugerido la mejor adaptación de las hifas a
penetrar en la piel dañada (Sherwood et aL, 1992) y parece que éstas juegan un papel
importante en el proceso inicial de invasión, ambas morfologías tienen capacidad de
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iniciar respuestas patológicas en mamíferos y, normalmente, de tejidos infectados se aísla
una mezcla de levaduras, hifas y pseudohifas. No se puede relacionar solamente a una
de las morfologías de C. albicans con la infección y es posible que sea la facilidad para
cambiar de una forma de crecimiento a otra la que contribuya a su capacidad patógena
(Odds, 1988).

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

.

La determinación del contenido en DNA de C. albicans y de la cinética de
reasociación de este DNA desnaturalizado (Olaiya y Sogin, 1979; Riggsby et aL, 1982)
llevó a la conclusión de que se trata de un microorganismo diploide. Dicha conclusión se
confirmó con la determinación de su ploidía basada en estudios genéticos (Kurtz et aL,
1988; Whelan y Magee, 1981; Whelan et aL, 1980). Esta diploidía de C. albicans y la
carencia de ciclo sexual conocido implican dificultades en la manipulación genética de
este microorganismo que han supuesto trabas importantes para el desarrollo de su
estudio a nivel genético.

El elevado grado de recombinación mitótica observado en O. alb¡cans (Whelan y
Solí, 1982), así como el gran número de reorganizaciones cromosómicas detectado son
dos mecanismos que podría utilizar dicha especie para generar variabilidad genética en
ausencia de ciclo meiótico. El genoma de O. albicans está organizado en ocho pares de
cromosomas homólogos pero se observan importantes diferencias cariotipicas entre las
distintas cepas y aislados clínicos (Asakura et aL, 1991; Chu et al., 1993; Mahrous et aL,
1990; Navarro-García ot aL, 1995a). El conocimiento de la organización de este genoma,
así como la localización de genes en los distintos cromosomas (lwaguchi et aL, 1990;
Wickes et aL, 1991), están sufriendo un considerable avance gracias al proyecto de
creación de un mapa completo de los cromosomas de O. albicans (Chu et aL, 1993;
Magee et aL, 1996). También se avanza continuamente en la visión global del conjunto de
los genes de esta levadura debido al proyecto de secuenciadón de su genoma completo
en el que se encuentran implicados varios laboratorios (Magee et aL, 1996).

Respecto a las posibilidades de manipular genéticamente a C. albicans, hasta
hace relativamente poco tiempo sólo era posible obtener mutantes con distintos agentes
mutágenos y forzar sus cruces; sin embargo se carecía de las herramientas necesarias
para el posterior estudio de los defectos genéticos de estos mutantes o para cualquier
otro tipo de manipulación genética. Muchos son los avances recientes en este campo,
como la puesta a punto de sistemas de transformación tanto integrativa (por
recombina&ión homóloga) (Kurtz et aL, 1986) como no integrativa. Esta última ha sido
posible gracias al aislamiento de secuencias de replicación autónoma de esta especie
(ARS) y al desarrollo de vectores autoreplicativos basados en ellas (Cannon et aL, 1992;
Cannon et aL, 1990; Goshorn et aL, 1992; Herreros et aL, 1992; Kurtz et aL, 1987; Pía et
aL, 1995).

Otra de las herramientas importantes, surgida recientemente, ha sido la adaptación
por Fonzi e lrwin (Fonzi y lrwin, 1993) del sistema de interrupción génica utilizado en
3. core vis¡ae (Alani et aL, 1987). Estos autores también construyeron la cepa de
O. alb¡cans CAI4 (con el gen URJAS delecionado), adecuada para la utilización de este
sistema. En este método de interrupción génica se utiliza el marcador URA3 de
O. albicans (CaURAS) flanqueado por dos copias del gen h¡sG de Salmonella
typhimurium. Esta construcción se introduce en el gen a interrumpir, dejando a ambos
lados de hisG-CaURA3-hisG suficiente zona del gen de interés como para que se
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produzca recombinación homóloga. Todo ello será utilizado para integrarlo en el genoma
de la levadura e interrumpir ambos alelos secuencialmente. Entre los dos pasos de
interrupción se fuerza la recombinación entre las dos copias de hisG a ambos lados del
gen marcador y se seleccionan, mediante crecimiento en placas con ácido 5-fluoroorótico
(5-FOA), aquellos clones que hayan expulsado el mencionado gen URA3. Este método de
interrupción génica presenta varias ventajas frente a otros sistemas utilizados
anteriormente (Gorman et aL, 1991; Kelly et aL, 1988; Kelly of aL, 1987; Kurt y Marrinan,
1989). Una ventaja es la posibilidad de recuperar la auxotrofía frente a uracilo. Esto
permite poder volver a usar el gen URJAS como marcador de transformación en posteriores
interrupciónes de otros genes en la estirpe obtenida con un gen interrumpido. Otra ventaja
es que la cepa CAI4 no ha sido sometida a ningún proceso de mutagénesis al azar, el
cual podría provocar mutaciones silenciosas en dicha cepa, pero que podrían modificar
las características fenotípicas de estirpes obtenidas en interrupciones posteriores de otros
genes.

Recientemente, se ha descrito una variación de este sistema, que presenta la
ventaja de permitir la interrupción de las dos copias de un gen en un solo paso de
transformación con dos marcadores de selección diferentes, gracias a la construcción de
una cepa con dos genes de auxotrofía interrumpidos (Negredo of aL, 1997).

Con el desarrollo de todos estos sistemas, el estudio de la biología molecular de
C. albicans ha experimentado un gran auge. Se ha donado un número importante de
genes utilizando tanto métodos de hibridación como por complementación funcional del
fenotipo de mutantes de Eschen’ch¡a col¡, 3. cerevisiae e incluso de la propia C. albicans
(Pía et aL, 1996). Muchos de estos genes han sido interrumpidos en sus dos copias
(Bailey of aL, 1996; Kóhler y Fink, 1996; Liu et aL, 1994; Navarro-García et aL, 1995; San
José of aL, 1996; Sanglard et aL, 1997) y se han estudiado las características fenotipicas
de los mutantes obtenidos, pudiendo de esta forma conocer sus posibles implicaciones en
procesos tan importantes como el dimorfismo o la virulencia (Becker of aL, 1995; Díez-
Orejas of aL, 1997; Gow of aL, 1994; Saporito-lrwin of aL, 1995; Sarthy etaL, 1997).

En el momento actual, los dos tipos de herramientas en desarrollo más necesarias
para la manipulación genética de este microorganismo son los genes indicadores y los
promotores regulables. Los genes indicadores del nivel de expresión de otros genes
pueden provenir de otros microorganismos o de la misma C. alb¡cans. La expresión de
genes heterológos en C. albicans tiene la dificultad añadida de que el código genético de
esta levadura presenta variaciones con respecto al código universal, ya que el codón CTG
que normalmente se traduce por leucina, codifica serna en esta especie (Santos of aL,
1993; Santos y Tuite, 1995; White of aL, 1995). Como genes indicadores heterólogos, en
C. albicans se han utilizado: el gen LAC4 de Kluyveromyces Iactí.s (Leuker of aL, 1992), el
gen que codifica la luciferasa de Renilla reniformis (Srikantha of aL, 1996) y el gen cuyo
producto es la proteína verde fluorescente (GFP) de Aquorea victoria. LAO4 presenta un
codón CTG pero la enzima codificada en C. albicans sigue teniendo su actividad 1~-
galactosidasa, la luciferasa no presenta ninguno de estos codones y, en el caso de GFP,
el codón CTG del gen original se ha cambiado por TTC (leucina) y el uso de codones se
ha optimizado genéticamente para obtener una proteína que se expresa de forma
eficiente en O. albicans (Cormack of aL, 1997). Por otra parte, se ha puesto a punto la
utilización como indicador del gen XOGI de O. alb¡cans, que codifica la actividad
exoglucanasa mayoritaria de esta levadura y, por lo tanto, no presenta los problemas
derivados de la expresión heteróloga (González of aL, 1997; Sánchez, 1996).

También se están estudiando los distintos tipos de promotores (fuertes,
regulables, etc) para poder utilizarlos en la manipulación genética. Hasta la fecha ya se
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han estudiado y utilizado algunos (como los de genes GAL 1, WHII, 0P4, EFI-a2
(Srikantha et al., 1996), MAL2 (Brown, 1996; Cormack et aL, 1997), HEXI (Mio et aL,
1997) y PC/O (Stoldt of aL, 1997)) pero el reto más importante de los últimos años ha sido
la descripción de algún promotor regulable que pueda someter al gen en estudio a un
nivel de expresión totalmente nulo en determinadas condiciones de crecimiento. De esta
forma, se podría estudiar la esencialidad de genes donados, lo que supone un dato
fundamental para su posible utilización como diana en el desarrollo de nuevos agentes
antifúngicos. Muy recientemente, se ha descrito la utilización del promotor del gen MRPI,
inducible por maltosa, en la construcción de una cepa en la que uno de los alelos del gen
TOP1 de C. albicans estaba delecionado y el otro bajo el control de dicho promotor (Jiang
of aL, 1997). En la cepa mutante obtenida, en condiciones de represión, no se detectó la
actividad DNA topoisomerasa 1 que presenta la proteína codificada por TOPI, lo que
sugiere que este promotor podría ser utilizado en el estudio de la esencialidad de los
genes de C. albicans.

1.2. Importancia clínica: candidiasis.

Las infecciones fúngicas no son enfermedades de declaración obligatoria en
España. Por este motivo no se conoce la incidencia real de este tipo de enfermedades en
nuestro país. A pesar de esto, es aceptado a nivel mundial que se está produciendo un
gran aumento de las infecciones producidas por hongos en las últimas décadas. En los
años 1993 y 1994, algo más del 7 % (7,6 % y 7,8 %, respectivamente) de las infecciones
comunitarias en nuestro país eran de origen fúngico, así como alrededor del 6 % (6,2 % y
5,2 %) de las infecciones nosocomiales. Las especies del género Candida producen el
número más elevado de estas infecciones por hongos y, entre ellas, destaca C. albicans
que es la que se aísla con mayor frecuencia, ocupando del cuarto al séptimo lugar de
todos los diagnósticos etiológicos de infecciones tanto comunitarias como nosocomiales
(exceptuando las bacteriemias) desde el año 1990 hasta 1994 (Grupo de trabajo EPINE,
1995). Datos recogidos en los Estados Unidos entre los años 1980 y 1990 señalan una
duplica&ión de la incidencia de las infecciones fúngicas en esta etapa, así como la
elevada proporción de aislados de Candida en las infecciones nosocomiales y, en
concreto, de C. alb¡cans (Beck-Sagué of aL, 1993; Fridkin y Jarvis, 1996). Otros datos de
este mismo país, del período transcurrido entre 1986 y 1990, exponen que las especies
del género Candida ocupaban el quinto lugar en la lista de las especies más comúnmente
aisladas en hemocultivos de pacientes hospitalizados, así como el cuarto lugar entre las
especies patógenas recogidas en Unidades de Cuidados Intensivos (Edwards, 1991).

1.2.1. Infecciones producidas porC. 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 relación
entre el huésped y C. albicans se ve alterada por cualquiera de una serie de factores, se
puede propiciar la producción de infecciones por parte del hongo. Una relación de estos
factores que predisponen al huésped a la infección por C. albicans se expone en la
tabla 1. De ésta, se puede destacar que la mayoría de dichos factores están relacionados
con disfunciones en el sistema inmunitario del huésped. Muchos de estos factores son
bastante frecuentes en la actualidad y no eran comunes hace algunas décadas, lo que
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podría explicar el aumento tremendo de este tipo de infecciones que ha tenido lugar en
los últimos años. Son característicos de nuestra época: el uso indiscriminado de
antibióticos, la infección por VIN, los tratamientos de inmunosupresión en pacientes con
órganos transplantados, el uso de quimioterapia, la adicción a drogas por vía parenteral y
el uso de catéteres y sondas intravenosas que facilitan al micoorganismo una vía de
entrada en la sangre (Fridkin y Jarvis, 1996).

Tabla 1. Factores que predisponen a la aparición de los distintos tipos de infecciones
producidas por C. albicans. Adaptada de Matthews (Matthews, 1994>.

Tipo de
mt ecián

Presentaciones más comunes Factores típicos de
predisposición

Superficial Oral
Vaginal
Cutánea

Antibióticos
Embarazo
Diabetes
Infección por VIH
Función alterada de granulocitos
Drogas inmnosupresoras
Infancia
Vejez
Trauma (prótesis dentales)

CMC (candidiasis
mucocutánea
crónica)

Múltiples afectaciones superficiales A menudo familiares
Deterioro de la inmunidad que
protege piel y mucosas

Sistémica Diseminada
Afectación de ciertos órganos

Leucemia aguda
Linfoma agudo
Quimioterapia citotóxica
Cortícosteroides
Antibióticos de amplio espectro
Transplantes de órganos
Catéteres intravasculares
Quemados severos
Cirugía gastrointestinal
Adictos a drogas por vía
parenteral

Las
superficiales

infecciones
y candidiasis

producidas por C. albicans
sístémicas.

se clasifican en candidiasis

1.2.1.1. Candidiasis superficiales.

Las candidiasis superficiales pueden ser agudas o crónicas y, según su
localización, se clasifican en candidiasis orofaríngea, vulvovaginitis candidiásica
candidiasis cutánea (intertrigo, onicomicosis, etc) y candidiasis mucocutánea crónica
(CMC) (Kirsch ef aL, 1990; Matthews, 1994). A excepción de la candídiasis mucocutanea
crónica, el resto de las formas se localizan en una determinada zona de la piel o mucosas.
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La candidiasis orofaríngea en los pacientes infectados por VIH y la vulvovaginitis
recurrente representan problemas clínicos importantes:

-La candidiasis orofaríngea es una de las micosis humanas más frecuentes.
Puede aparecer en personas de cualquier edad, pero es más frecuente en
lactantes, ancianos y portadores de prótesis dentales. En personas VIH-
seropositivas, la aparición de un episodio de este tipo de candidiasis se considera
como pronóstico de la infección clínica del virus. En este tipo de pacientes, la
enfermedad se presenta de forma más severa y con tendencia a la cronicidad o
recaída; la existencia frecuente de nuevos episodios trae consigo el que la
aparición de resistencias a los agentes antifúngicos que se estaban usando pueda
presentar un problema clínico grave (Quindós, 1996).

-La candidiasis vulvovaginal es muy frecuente entre las mujeres en edad
fértil, pero con un tratamiento antifúngico con azoles desaparecen en la mayoría
de los casos. Existe un pequeño porcentaje de mujeres en las que estos episodios
se repiten, presentando una vulvovaginitis candidiásica recurrente. Se han
apuntado algunos mecanismos como productores de esta enfermedad, pero en
muchos casos se desconocen (Quindós, 1996). La terapia antifúngica es útil en la
fase aguda de la enfermedad, pero no es eficaz para la erradicación de la misma.

En la candidiasis mucocutánea crónica se encuentran afectadas diferentes zonas
superficiales, pero no suele producirse infección sistémica o profunda. Esta manifestación
de la infección por C. albicans está asociada con desórdenes inmunológicos
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 la sangre del paciente; puede ocurrir con invasión de tejidos o sin ella y con
uno o muchos órganos como origen de la infección (Bodey y Fainstein, 1985). Para que
se produzca este tipo de infección, primero tiene que permitirse al hongo penetrar en el
torrente sanguíneo, para que luego desarrolle la infección si el sistema inmunitario del
huésped se encuentra alterado.

En la mayoría de los casos (sobre un 50 %) las candidiasis sistémicas están
causadas por C. albicans, aunque las infecciones por C. trop¡calis estan aumentando.
Menor es la incidencia de otras especies, como C. paraps¡lopsis, C. kruse¡ y
C. pseudotrop¡calis. Los órganos que pueden ser objeto de infección por Candida son los
siguientes: riñones, hígado, pulmones, bazo, corazón y tracto gastrointestinal (Odds,
1988).

Los dos grandes problemas de las candidiasis sistémicas son el diagnóstico y el
tratamiento. El diagnóstico 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
empeño en el desarrollo de nuevas técnicas de diagnóstico que permitan una
identificación más rápida y fiable del agente etiológico de que se trata. El hemocultivo es
el método clásico para el diagnóstico de este tipo de infección, pero puede presentar
problemas como que el microorganismo no sea detectado, ya que la presencia de éste en
sangre es transitoria y, además, las células fúngicas pueden estar dentro de fagocitos o
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atrapadas en los capilares sanguíneos. La aplicación de la biología molecular a la
identificación de esta especie, el desarrollo de anticuerpos monoclonales que reconocen
antígenos específicos de este género, así como el desarrollo de otras técnicas que
detectan componentes fúngicos o de la respuesta del paciente al hongo, están
permitiendo la aparición en el mercado de métodos nuevos y rápidos de identificación de
este agente patógeno (Pontón, 1996; Quindós of aL, 1997).

1.2.2. Factores de virulencia

.

Las características de C. albicans que le capacitan para realizar el cambio entre la
forma saprófita y la forma patógena de crecimiento parecen ser bastante complejas.
Dentro de estos factores de virulencia se encuentran: su capacidad de adhesión a
superficies, la capacidad de producción de enzimas líticas y las variaciones tanto
morfológicas como de la composición de su pared externa.

La capacidad de adhesión de las células de Candida a superficies contribuirá a su
fijación a células epiteliales, plaquetas, etc. Las interacciones hidrofóbicas parecen tener
importancia en la adhesión de Candida al plástico (Matthews, 1994), así como en la
adhesión a las células del huésped. Las adhesinas existentes en la superficie de las
células de C. alb¡cans también son muy importantes en este proceso. Estas son
receptores específicos formados por manoproteinas que se unen a diferentes moléculas
del huésped. Los tipos de uniones que se producen pueden ser proteina-oligosacárido o
proteína-proteína. Las adhesinas son de dos tipos, el primero de los cuales reconoce
ligandos glicosídicos (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 proteínas del huésped (como los componentes del sistema del complemento iC3b
y C3d, el fibrinógeno, etc.) (Calderone, 1993). Se han propuesto como posibles
adhesinas: una glicoproteina de 60 kDa, que actuaría como receptor de C3d (Calderone
of aL, 1988), y las proteínas codificadas por los genes aINTI (una integrina), PRSI y
ABOOA (Calderone y Sturtevant, 1996).

La secreción de enzimas líticas por parte de O. alb¡cans, entre las que se
encuentran proteinasas y fosfolipasas, contribuye a la invasión tisular mediante
degradación de compuestos estructurales de las células del huésped. Dentro de estas
enzimas secretadas por Candida, las que más se han estudiado son las proteinasas
aspárticas. Estas son un clásico factor de virulencia y están codificadas por varios genes,
denominados SAR (desde SARI hasta SAR?). Algunos de estos genes se expresan en
medios ácidos y otros en distintas condiciones de crecimiento (Hube ef aL, 1994).

La capacidad de O. albicans de crecer con diferentes morfologías también
contribuye al desarrollo de la infección por este microorganismo. La transición dimórfica
ayuda al hongo a escapar del sistema inmunitario del huésped por dificultar la fagocitosis
(Culter, 1991); además, los antígenos 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 transición “white-opaque’ también se han observado cambios en la expresión
antigénica (SoIl, 1992) que podrían estar implicados en evadir la respuesta inmunitaria.
Por último, la posibilidad de O. albicans de modificar la expresión de diferentes residuos
de manano en su superficie según las condiciones de crecimiento, también es importante,
ya que este proceso ha sido implicado en la modulación de la respuesta inmunológica
(Poulain, 1996).
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1.3- Tratamientos actuales y desarrollo de nuevos fármacos

antifúngicos.

1.3.1. Características del antifúngico ideal

.

En la actualidad existe un cierto número de fármacos que se utilizan tanto para el
tratamiento de las infecciones producidas por el género Candida como para otros tipos de
infecciones por hongos. Dichos fármacos presentan algunas limitaciones con respecto a
su potencia, espectro de acción, seguridad o propiedades farmacocinéticas
(Georgopapadakou y Walsh, 1996). Un hipotético antifúngico que cumpliera todos los
requisitos expuestos a continuación seria el fármaco ideal para tratar este tipo de
infecciones. Los mencionados requisitos son:

- Ser fungicida.
- Presentar un amplio espectro de acción.
- No presentar toxicidad frente a las células de mamífero y así evitar daños al
paciente.
- Tener buenas características farmacocinéticas y una sencilla forma de
administración.
- Poseer un mecanismo de acción que no propicie la aparición de resistencias.

La consecución de productos con estas características es uno de los motores que
actualmente impulsa la investigación en C. alb¡cans.

1.3.2. Antifúngicos actuales

.

Los antifúngicos más comúnmente utilizados se describen brevemente a
continuaCión.

1.3.2.1. Anfotericina B y nistatina.

Son fármacos del grupo de los antibióticos macrólidos poliénicos. Éstos son
compuestos producidos por especies del género Sfrepfomyces. Son fungicidas y
presentan el mayor espectro de acción de todos los antifúngicos. Su mecanismo de
acción se basa en su interacción con los esteroles de la membrana plasmática, 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 fúngica que por el colesterol de
las células de mamífero (Kerrldge, 1986), pero de todas formas presentan toxicidad y
efectos secundarios frecuentes, entre los que destacan daños renales, anemia y
concentraciones de potasio en sangre anormímente bajas (Saballs, 1996).

La anfoteriCina B es el antifúngico de referencia, ya que es útil para tratar
cualquier forma de micosis y no suelen aparecer resistencias en clínica. En candidiasis
sistémica es el fármaco de elección. Su elevada insolubilidad hace que no se pueda
administrar por vía oral. Se administra por vía intravenosa en dilución con suero y con
controles constantes, ya que pueden producirse problemas como tromboflebitis. Para
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poder aumentar la dosis y disminuir los problemas de toxicidad se han propuesto distintas
formulaciones: liposomas, complejos lipídicos y dispersiones de sulfato coloidal (Brajtburg
y Bolard, 1996; Janknegt of aL, 1996; Schmitt, 1993). Con algunas de éstas, se ha
conseguido disminuir la nefrotoxicidad, pero aunque en algunos estudios con animales
muestren indices terapeúticos mayores que la anfotericina B clásica, para conseguir
buenos resultados clínicos, 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 formulación más eficaz sería
hacer ensayos clínicos comparativos (Brajtburg y Bolard, 1996). Con la utilización de la
anfotericina 6 es posible que aparezcan fenómenos de toxicidad en otro tipo de
infecciones, pero dichos fenómenos son raros cuando se utiliza en infecciones producidas
por C. albicans.

La nistatina es otro fármaco de este tipo que se utiliza sólo de forma tópica ya que
su mala absorción no hace recomendable la adminstración por vía oral (Pratt, 1981). Se
encuentra indicado en candidiasis bucofaríngeas y vaginales (Saballs, 1996).

1.3.2.2. 5-fluorocitosina.

Es un análogo de nucleósido. Su actividad reside en un metabolito (5-fluorouracilo)
que sólo se encuentra en la célula fúngica, ya que la enzima citosina desaminasa que
lleva a cabo la reacción de desaminación que lo produce no existe en las células de
mamífero. De este hecho proviene su selectividad. El 5-fluorouracilo se incorpora en la
síntesis de mRNA provocando problemas en la síntesis de proteínas y, además, es
convertido en otro metabolito que bloquea la síntesis del DNA. Es un fármaco que se
utiliza en candidiasis diseminadas en combinación con la anfotericina B, para reforzar el
efecto de ambos, disminuir la toxicidad de la anfotericina B y evitar la fácil aparición de
resistencias a 5-fluorocitosina (Vanden Bossche et aL, 1994), que pueden aparecer por
mecanismos muy variados (Kirsch et al., 1990).

1.32.3. Azoles: fármacos imidazólicos y triazólicos.

Una de las diferencias más relevantes entre las células fúngicas y las de mamífero
son los esteroles de su membrana plasmática (colesterol en mamíferos y ergosterol en
hongos). Aprovechando esta diferencia se han desarrollado fármacos que inhiben
enzimas de la ruta de síntesis del ergosterol. Los azoles, imidazoles o triazoles según
tengan dos o tres nitrógenos en el anillo azólico, inhiben la enzima 14a-esterol demetilasa
dependiente de citocromo P-450 que actúa en la síntesis del ergosterol. A pesar de la
existencia de enzimas microsomales hepáticas parecidas a la enzima inhibida, existe
selectividad hacia la enzima fúngica. Los azoles, en general, presentan actividad
fungistática de amplio espectro, actuando sobre la mayoría de levaduras y hongos
filamentosos, aunque esta actividad depende de cada compuesto en particular
(Georgopapadakou y Walsh, 1996). En general, son compuestos libres de toxicidad
grave, pero pueden presentar efectos secundarios relacionados con la disminución de las
hormonas esteroideas, como insuficiencia adrenal o ginecomastia.
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Los imidazoles de 1a generación (clotrimazal, econazol de uso actual tópico, y
miconazol con poco uso actual) no se pueden administrar de forma sistémica ya que se
eliminan rápidamente, por lo cual para conseguir efectividad habría que aumentar la dosis
y se produciría toxicidad. El ketoconazol es más soluble y menos susceptible a
degradarse por las enzimas del hígado. También es menos tóxico y más activo que los
anteriores (Fromtling, 1988). Es fungistático y se utiliza por vía oral en candidiasis
generalizadas o localizadas (Sabalís, 1996). Produce efectos secundarios relacionados
con la alteración de la síntesis de la testosterona.

La aparición de los triazoles mejoró la farmacología, la actividad y redujo la
toxicidad (por aumentar la afinidad hacia los sistemas enzimáticos dependientes del
citocromo P-450 fúngicos) con respecto a los fármacos imidazólicos (Karyotakis y
Anaissie, 1994). El fluconazol es muy útil en el tratamiento de candidiasis vaginal, oral y
esofágica, por lo que se utiliza mucho en los pacientes infectados con VIH. Se puede
administrar por vía oral o intravenosa y su buena farmacología ha hecho que se utilice en
muchos casos como antifúngico de elección. En la actualidad, ha aparecido un gran
número de cepas resistentes a los azoles, principalmente al fluconazol, asociadas con
terapias continuadas en pacientes inmunocomprometidos. Esto provoca un problema
clínico importante. Los mecanismos que provocan estas resistencias en C. albicans son
muy variados: cambios o sobreproducción de la enzima diana del antifúngico, mutaciones
compensatorias en otras enzimas de la ruta o cambios en la permeabilidad de la
membrana de la levadura (Hitchcock, 1993). Ya se han donado 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: BEA( (CaMDRI) (Ben-Yaacov et
aL, 1994; Goldway of aL, 1995), CDRI (Prasad et aL, 1995) y CDR2 (Sanglard et al,
1997). El itraconazol es otro compuesto triazólico muy lipofílico. Se administra por vía oral
y puede ser útil en meningitis por criptococos o aspergilosis (aunque en ambos casos el
tratamiento de elección es la anfotericina B).

1.3.2.4. Otros antifúngicos.

Además de los nombrados anteriormente, existen otros fármacos que pueden
usarse tópicamente. Entre éstos están: bifonazol, tioconazol, ciclopiroxolamina,
tolfnaftato (un tiocarbamato), terbinafina y naftiflna (dos alilaminas) (Georgopapadakou
y Walsh, 1996; Saballs, 1996). Los compuestos de tipo alilamina y tiocarbamato actúan
inhibiendo la escualeno epoxidasa (otra enzima de la ruta de síntesis del ergosterol).

1.32. Antifúngicos en desarrollo

.

Existe un número respetable de fármacos antifúngicos en el proceso de desarrollo
anterior a su comercialización, algunos de los cuales se encuentran en las distintas fases
de los ensayos clínicos.

Muchas de estas sustancias tienen como blanco de acción la pared celular, ya que
al ser una estructura diferencial de las células fúngicas con respecto a las células de
mamífero, no se presentan problemas de toxicidad. La pared celular rodea a la célula
fúngica para mantener su forma y protegerla frente al medio externo. Está formada por
tres tipos de polimeros, glucano, quitina y manoproteinas que, con una organización
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espacial determinada, le confieren las características adecuadas. La necesidad de una
pared íntegra para la supervivencia celular implica que muchas de las enzimas que
intervienen en su síntesis son esenciales para el crecimiento celular y pueden ser
utilizadas como dianas de productos antifúngicos:

-La síntesis de una de las fracciones del glucano, 1,3-j3-glucano, es inhibida por
una serie de sustancias, como los lipopéptidos o derivados -equinocandinas,
aculeacinas, cilofungina (derivado de equinocandinas) y pneumocandinas- o
glicolípidos -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 clínicos: la Equinocandina LY-303366 (fase 1, Lilly), y la Pneumocandina
L-743872 (fase II, Merck) (Georgopapadakou y Walsh, 1996; Gómez de las Heras, 1996).

-La síntesis de quitina es inhibida por las polioxinas y nikkomicinas. Antibióticos
con estructura de péptido-nucleósido que son sintetizados por estreptomicetos. Estas
sustancias inhiben potentemente dos de las enzimas implicadas en la síntesis de este
polímero, pero no han sido comercializadas por presentar baja actividad frente a algunos
hongos, entre los que se encuentra C. alb¡cans. Esto puede deberse a su dificultad para
atravesar la membrana plasmática. Este paso al interior celular se realiza mediante
transportadores dipéptido-permeasa existentes en la propia membrana plasmática 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 Ca2 (Debono y Gordee, 1994; Georgopapadakou y Tkacz,
1995). Son activas, en modelos animales, frente a candidiasis y otras infecciones
fúngicas. Un derivado soluble en agua, BMS 181164 (Oki ef aL, 1992) está siendo
desarrollado (fase 1, Bristol Myers Squibb). Las benanomicinas presentan el mismo
mecanismo de acción (Oki ef aL, 1992).

También existen algunos productos en fase de experimentación cuya diana de
actuación es la enzima de síntesis de ergosterol, anteriormente mencionada, la l4ct-
esterol demetilasa dependiente de citocromo P450. Entre éstos, se encuentran el
voriconazol (fase III, Pfizer), el D-0870 (fase 1, Zeneca) y SCII-56592 (fase 1, Schering)
(Gómez de las Heras, 1996).

t34. Estrategias de búsgueda de nuevos antifúngicos

.

Debido a los problemas importantes de toxicidad y aparición de resistencias de los
antifúngicos utilizados en la actualidad, la necesidad de nuevos fármacos sigue siendo
real.

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

- A) En una primera aproximación se buscan, por rastreo al azar, sustancias que
inhiban directamente el crecimiento del microorganismo. Dichas sustancias constituirán un
nuevo producto “cabeza de serie’, cuyos derivados pueden ir mejorando sus
características farmacológicas de toxicidad, etc. Para esto se ensayan grandes cantidades
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de sustancias distintas que pueden ser de origen tanto natural (procedentes de todo tipo
de nichos ecológicos) como sintetizados químicamente (Sánchez-Puelles, 1995).

- B) La otra estrategia, también muy utilizada, consiste en la búsqueda de nuevas
dianas de agentes antifúngicos. Éstas son funciones de la célula fúngica que puedan ser
inhibidas por nuevos fármacos. Con los correspondientes ensayos que permitan medir la
actividad o inhibición 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 antifúngicas. Las características fundamentales para que un determinado gen
pueda emplearse como diana son:

-que sea un gen esencial
-que esté presente en un gran número de especies patógenas, para poder obtener
un producto antifúngico de amplio espectro
-que no exista un gen homólogo en mamíferos o que éste presente diferencias
suficientes como para permitir desarrollar sustancias selectivas carentes de
toxicidad.

Actualmente, además de la pared celular, se consideran importantes como
posibles dianas de nuevos antifúngicos (Georgopapadakou y Walsh, 1996; Gómez de las
Heras, 1996):

-enzimas que intervienen en la síntesis del ergosterol (distintas de la 14a-esterol
demetilasa dependiente de citocromo P-450) como la oxidoescualeno ciclasa y 24

metiltransterasa;
-la ATPasa de membrana plasmática
-enzimas implicadas en la biosíntesis de fosfatidilserina;
-enzimas que intervienen en la biosíntesis de aminoácidos: la homoserina
deshidrogenasa (Yamaki of aL, 1990);
-enzimas de los procesos de síntesis y procesamiento de proteínas: el factor de
elongación-3 (Colthurst of aL, 1991), la N miristolitransferasa (NMTI) (Lodge of al,
1997; Weinberg of aL, 1995);
-el metabolismo de ácidos nucleicos: la timidilato sintasa y la topoisomerasa II
(Shen ef aL, 1992);
-el metabolismo de poliaminas: la ornitina descarboxilasa (Domínguez, 1996) y la
arginina descarboxilasa;
-los factores de virulencia, como el proceso de adhesión (se bloquea con péptidos
que contienen Arg-Gly-Asp) (Klotz of aL, 1992), la proteinasa aspártica de
secreción (Goldman of al., 1995) o el proceso de transición dimórfica.
Cualquier otro proceso celular en el que intervengan genes que cumplan las

características anteriormente mencionadas también podría ser utilizado como diana en la
búsqueda de nuevos agentes antifúngicos.

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

® Hacer rastreos con un gran número de sustancias químicas naturales o de
síntesis. Estas últimas pueden producirse por síntesis química convencional o por los
nuevos procesos de química combinatorial (moderno sistema que incluye un conjunto de
estrategias y tecnologías capaces de producir cientos de miles de compuestos siguiendo
las pautas de combinación de reacciones químicas que se les ha marcado).

2~ Utilizar una estrategia racional. Esta consiste en la modelización de la estructura
de rayos X de la diana en estudio, así corno de sus posibles ligandos e inhibidores.
Después del diseño de un posible inhibidor, éste tiene que ser posteriormente sintetizado
para poder comprobar su actividad real (Gómez de las Heras, 1996; Lavandera, 1995).
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El paso posterior a la obtención de un compuesto “cabeza de serie’, por cualquiera
de las dos aproximaciones generales mencionadas, sería el proceso de optimización y de
desarrollo del inhibidor hasta conseguir un fármaco apto para su uso clínico.

2. RUTA DE SECRECIÓN DE PROTEiNAS.

En todas las células eucariotas, muchas de las proteínas sintetizadas (excepto
aquellas cuya localización celular es el núcleo, el citosol, la mitocondria o el peroxisoma)
son translocadas al lumen del retículo endoplásmico (RE), entrando así en la ruta de
secreción de proteínas. En levaduras, desde el interior del RE las proteínas se dirigen al
aparato de Golgi donde son transportadas a través de distintas cisternas y cuando
alcanzan el Golgi tardío son clasificadas, según se dirijan o a la vacuola, o a la membrana
plasmática, a la pared celular, al espacio periplásmico y al exterior de la célula (figura 2).
En las células de mamíferos, el proceso de secreción es similar. En este tipo de células el
aparato de Golgi está organizado en tres regiones funcionalmente distintas: red del cis-
Golgi, Golgi medio (formado por distintas cisternas o compartimentos) y la red del frans-
Golgi (TGN) (Hurtley, 1993; Rothman y Orci, 1992). A partir de la TGN, las proteínas se
pueden dirigir o a los lisosomas, o a la membrana plasmática y al exterior celular.

En todas las células eucariotas, el transporte de proteínas a través de todos estos
compartimentos membranosos intracelulares se realiza mediante vesículas que emergen
del compartimento de origen, llevando en su interior o integradas en su membrana las
proteínas de interés, y que posteriormente se fusionarán con el siguiente compartimento
de la ruta.

Durante su paso a través de la ruta de secreción, cada proteína será, además,
modificada postraduccionalmente al adicionársele distintos residuos azucarados por
medio de las diferentes enzimas localizadas en cada uno de los compartimentos celulares
por los que irá circulando.

21. Mutantes de levadura en la ruta de secreción.

Para poder estudiar todos los acontecimientos que tienen lugar durante la
secreción de proteínas se han utilizado clásicamente varios tipos de métodos: estrategias
genéticas con mutantes de levadura, distintos tipos de ensayos bioquímicos libres de
células (en los que se incuban in vifro membranas de dos compartimentos de la ruta con
componentes de citosol) y ensayos con células de mamífero permeabilizadas.

Schekman y col. (Novick of aL, 1980; Novick y Schekman, 1979) construyeron una
colección de mutantes termosensibles de S. cerovisiae alterados en el proceso de
secreción. Estos mutantes pertenecían a 23 grupos de complementación que fueron
denominados seo de clase A (sed, sec2, etc.); a 370C, no secretaban invertasa ni
fosfatasa ácida y, mediante microscopia electrónica, se comprobó que cada uno de ellos
acumulaba un tipo de estructuras vesiculares que correspondían al compartimento de la
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ruta de secreción anterior al punto en que ésta se encontraba bloqueada en cada
mutante. Mediante la caracterización de dobles mutantes, estudiando los orgánulos que
se acumulaban y las modificaciones postraduccionales que sufría la invertasa (proteína
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 orgánulo~ que intervienen en la
secreción y los distintos pasos de maduración que sufría la inverta~a (Novick et aL, 1981).
Se concluyó que las proteínas secretadas en levaduras pasaban por los distintos
orgánulos en el mismo orden que se conocía para célula’s superiores: retículo
endoplásmico (RE), aparato de Golgí, vesículas de secreción y sup~rficie celular.

Posteriormente, se aislaron los mutantes sec de clase 6 (sec53, sec59). Estos
tienen defectos en la ruta de secreción, pero en pasos anteriores a los otros, es decir, en
la translocación de las proteínas al interior del RE (Ferro-Novick ef aL, 1984a; Ferro-
Novick of aL, 1984). Mediante otros procesos de selección se han identificado mutantes
que pertenecen, por lo menos, a 47 grupos de complementación y que están implicados
en el transporte de proteínas desde el aparato de Golgi hasta la &acuola (vps, “vacuolar
protein sorting”) (Klionsky of aL, 1990).

Mediante la combinación de todos los métodos de estudio de la secreción, se han
aportado muchos datos sobre las funciones y regulación de las prbteínas codificadas por
los genes alterados en esos mutantes, sobre los procesos de formkión y posterior fusión
de las vesículas implicadas en la secreción, sobre los mecanismos de
compartimentalización o selección de las proteínas que deben ir a cada una de las
localizaciones celulares, etc. Muchos de los mecanismos implicados en la ruta de
secreción son similares en células de mamífero y de levaduras y se han ido
comprendiendo gracias a la combinación de los datos que han ido surgiendo en ambos
tipos de células.

21. Flujo de proteínas a través de la ruta.

Clásicamente se ha considerado que el flujo de proteínas desde el RE hasta la
membrana plasmática era constitutivo (exceptuando en el proceso de secreción regulada
de mamíferos: introducción, punto 2.5), de manera que todas ~[quellasproteínas que
hubieran entrado en la ruta y no llevaran ningún tipo de señal de ratención alcanzarían la
superficie o el exterior celular empujadas, simplemente, por este flujo (Rothman y Orcí,
1992).

Recientemente, se ha implicado a proteínas de tipo ¡ectima, con dominios
transmembranales y localizadas en los compartimentos de la ruta de secreción, en la
aceleración del paso a través de la ruta de las proteínas correctam~nte glicosiladas y en el
retraso de las proteínas con modificaciones incorrectas. Según estí!,, habría distintos tipos
de lectinas para detectar las glicosilaciones correctas o incorre~tas (Ponnambalam y
Banting, 1996) que estarían implicadas en este proceso de control de calidad. El
mecanismo sería similar al utilizado en mamíferos para el reconocimiento de las proteínas
que se localizan en lisosomas. Estas proteínas están marcadas con residuos de manosa
fosforilados (manosa-6-fosfato) que, en el fmns-Golgi, son reconocidos por un receptor
específico. Estos receptores son también proteínas transmembran~les que ayudarán a las
proteínas marcadas a empaquetarse en las vesículas adecuadas para ser transportadas a
los lisosomas (Alberts etat, 1994a).
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En los últimos años, también se ha propuesto que algunas proteínas, de las que
forman parte del revestimiento de las vesículas que intervienen en la secreción, podrían
estar implicadas en mecanismos por los que se seleccionaría la carga de cada una de
estas vesículas. De esta manera, en dichas vesículas se empaquetarían preferentemente
las proteínas destinadas a continuar la secreción. Aunque se han propuesto distintos
modelos (Rothman y Wieland, 1996; Schekman y Orci, 1996), todavía no está claro cual
es el mecanismo de selección de la carga de las distintas vesículas; lo que sí parece claro
es que, en oposición a lo que se creía clásicamente, el flujo de proteínas a través de la
ruta de secreción no es constitutivo.

Las proteínas en la ruta de secreción se van moviendo desde el RE hacia adelante
y aquellas que finalmente residirán en el RE llegarán, igual que el resto, a la primera
cisterna del aparato de Golgi. Las proteínas residentes en RE llevan una señal de 4
aminoácidos en su extremo carboxiterminal (HDEL, His-Arg-Glu-Leu, en levaduras y
KDEL, en proteínas del lumen del RE de mamíferos). Esta señal es reconocida por la
proteína transmembranal denominada receptor de KDEL (codificada por el gen ERD2),
que ayudará a que sean transportadas, por medio de vesículas (similares a las del
transporte hacia compartimentos posteriores del aparato de Golgi), nuevamente al RE
(Pelham, 1991). La existencia de este transporte retrógrado 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 último transporte
retrógrado sería necesario para reciclar todas las moléculas que forman la maquinaria de
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secreción y se han desplazado hacia compartimentos posteriores al llevar proteínas a
éstos. Con este reciclaje, se evitaría el cambio de composición de cada una de las
cisternas que forman el aparato de Golgi. Se ha detectado el receptor de KDEL en
cisternas del Golgi tardío y se ha comprobado que estas cisternas también tienen la
capacidad de reciclar proteínas residentes en RE hacia este. Lo qc~e aún no está tan claro
es qué modelo de flujo de los expuestos a continuación se utiliza en este último caso de
transporte retrógrado:

® Transporte desde cada cisterna al RE directamente o “flujo a través de la
corriente”. Sería más rápido para recuperar las proteín~s en el RE, pero no
reciclaría los componentes de cada cisterna del Golgi.
® Transporte desde cada cisterna a ¡a anterior en la ruta o “flujo contracorriente”.
En este caso sí que se reciclarían 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 localización de las proteínas residentes en
el aparato de Golgi se conocen pocos datos. Recientemente, se ha propuesto que en la
localización de una proteína del Golgi tardío (dipeptidil aminopeptidasa A) intervienen dos
mecanismos distintos: uno por el cual el motivo FXFXD (Phe-X-Phe-X-Asp) dirige su
retorno desde compartimentos posteriores a Golgi y otro que retarda la salida de dicha
proteína del aparato de Golgi (Bryant y Stevens, 1997).

2.3. Distintos pasos de la ruta de secreción.

2.3.1. Translocación de las proteínas al retículo endoplásmico t

’

modificaciones sufridas en éste

.

El primer acontecimiento que tiene lugar en el proceso de secreción de proteínas
es la translocación o entrada de proteínas en el lumen del REI Ésta puede llevarse a
cabo al mismo tiempo que se realiza la traducción (co-traduCCional) o posteriormente a
ella (post-traduccional).

Cuando la translocación es co-traduCcional, la secuencia señal (que debe existir
en el polipéptido que se está sintetizando para que entre en la ruta de secreción) es
reconocida por una molécula llamada partícula de reconocimiento de la señal (SRP)
(Hann y Walter, 1991). La SRP dirigirá al ribosoma hacia el RE donde, con la mediación
de un receptor para esta molécula, distintos complejos proteicoh y GTP, el polipéptido
atravesará un canal de la membrana. La síntesis de la proteína continuará a la vez que se
intemaliza en el RE, donde finalmente se liberará el péptido señal. Probablemente, el
mayor constituyente del canal transmembranal será el llamado corkipíejo Sec6lp (formado
porSec6lp, Sbhlp y Sslp) (Rapoport of aL, 1996). En la transíockión past-traduccional
no interviene la SRP y los factores citosólicos implicados en ella no se han descrito
todavía, aunque la proteína Hsp7O (“heat shock protein 70”) podría actuar manteniendo el
polipéptido sin plegar antes de que se produzca la translocaciónl Sin embargo, sí se ha
descrito la intervención de un complejo de siete proteínas transmembranales formado por
los subcomplejos Sec6lp y 5ec62/Sec6Sp (Sec62p, Sec63p, Sec7lp y Sec72p). La
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proteína Kar2p (ATPasa de la familia de las chaperoninas Hsp7O y relacionada también
con la cariogamia, equivalente a BiP de mamíferos) 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 además en la translocación
co-traduccional, a pesar de que esto no se hubiera detectado en estudios anteriores
(Górlich y Rapoport, 1993). Una de las proteínas que se comentará posteriormente por
estar relacionada con Secl4p, Saclp, se ha implicado recientemente en el proceso de
transporte de ATP necesario para la translocación al interior del RE (Mayinger ef aL,
1995).

Durante o después de la translocación al interior del RE las proteínas sufren una o
varias modificaciones de su estructura: a) una de las proteínas residentes en el RE es POI
(de “protein disulfide isomerase”) que catalizará la formación de puentes disulfuro entre
grupos sulfidrilo (SH) de cisteinas de las proteínas que entran en este compartimento; b)
Kar2p (BiP en mamíferos) también se localiza en RE y, además de la función mencionada
anteriormente, reconoce las proteínas incorrectamente plegadas evitando que continúen
el camino hacia otros compartimentos celulares y es posible que también las ayude a
plegarse correctamente (Hurtley, 1993); c) la mayoría de las proteínas que entran en RE
son glicosiladas por primera vez en su interior, mediante la adición a determinados
residuos de Asn (N-glicosilación) de un oligosacárido que comprende la llamada “región
central” (dos residuos de N-acetilglucosamina y tres de manosa) y otros residuos de
glucosa y manosa; d) a las proteínas que contienen el extremo carboxiterminal
transmembranal y una señal determinada, este extremo se les cambia por una unión
covalente a un grupo glicosilfosfatidilinositol (GPI) anclado en membrana (Alberts of aL,
1994).

Mientras las reaciones iniciales del proceso de N-glicosilación son similares en
todas las celulas eucariotas, la 0-glicosilación es diferente en mamíferos y en levaduras.
Dicha 0-glicosilación consiste en la adición de distintos azúcares a grupos hidroxilos de
determinados residuos de serna o treonina en algunas proteínas. En levaduras, la adición
del primer residuo manosil a estos aminoácidos se produce en el RE (Tanner y Lehle,
1987), mientras que en mamíferos este proceso comienza en el aparato de Golgi.

2.3.2. Movimiento desde el retículo endaplásmico hasta el aparato de GolgL
Mecanismo de emergencia y fusión de vesículas

.

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

Las vesículas del transporte de proteínas estan revestidas por subunidades de
proteínas citosólicas que se van uniendo a la membrana donadora y ayudan a ésta a
emerger para formar la vesícula. En general, se conocen cuatro tipos de revestimiento:
dos formados por proteínas llamadas clatrinas (“clathrin”) que intervienen, por ejemplo, en
endocitosis y otros dos, cuyas cubiertas tienen otros tipos de proteínas citosólicas y
forman las vesículas de tipo COPI y COPII (Rothman y Wieland, 1996; Schekman y Orci,
1996) (ver tabla II).
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Tabla II. Características principales de las vesículas de transporte tipo COPI y COPII.

Tipo de¡ Subunidades del ¡Proteínas identificadaS
vesiculas. ¡ revestimlento ¡ .en..ias.subunídac.e~

GTPasa ¡Or¡9en-destina1
-

ARF RE-Golgi,COPI Cubierta (“coatmer”) Sec2lp, Sec26p,
Sec27p, Retlp , ARF bidireccional en

Gol i, Gol -RE
COPII Complejos de Sec3lp, SeclSp, Sarlp RE-Golgi

proteínas tipo COPII Sec23p, Sec24p,
Secl6p, Sarlp

En la transición del RE al aparato de Golgi se producen vesículas de tipo COPII. El
proceso de formación y posterior fusión de estas vesículas de secrecion es similar, pero
con la intervención de distintas proteínas, al que ocurre en las vesículas de tipo COPI y
que se representa en la figura 3. En el caso de la formación de vesículas tipo COPII, el
proceso es controlado por una proteína citosólica del tipo de proteir~as pequeñas de unión
a GTP, Sarlp, la cual en citosol se encuentra unida a GDP. El pro~1ucto del gen SEC 12,
localizado en RE, cataliza el recambio del GDP de Sarlp por GTP (Barlowe y Schekman,
1993) y la molécula de Sarlp-GTP dispara el proceso de emer~encia de la vesícula
(Nakano y Muramatsu, 1989). Para esto, Sarlp-GTP se une a la Membrana de RE que
permanecía plana y recluta subunidades de las proteínas de revestimiento (proteínas de
tipo COPII) con las que se ensamblará y formará cubiertas esférica~ que harán emerger la
vesícula (Rothman y Orci, 1992). Después de esto se produce la fusión real entre dos
zonas de la membrana (también requiere cofactores) que lleva a la formación total de la
vesícula. Cuando el GTP es hidrolizado por Sarlp activada ~~orSec23p (proteína
activadora de la actividad GiPasa Sarlp específica) se libera fosfato y Sarlp se separa
de la vesícula; esto, posteriormente, provocará la disociación d~ las proteínas que la
recubren y, más tarde, se iniciará el proceso de fusión de vesícula con la membrana
aceptora. En la cubierta de estas vesículas de tipo COPII se han identificado las
siguientes proteínas: Sarlp, el complejo Sec23p (formado por Sec23p y Sec24p), el
complejo SeclSp (formado por Seclap y Sec3lp) (Salama y Schekman, 1995), y la
proteína Secl6p que también interacciona con Sec23p (Espenshade et aL, 1995).
Asimismo, se ha determinado que el producto del gen SED4, una proteína integral de
membrana de RE, está relacionado con Secl6p y participa en la formación de estas
vesículas (Gimeno ef aL, 1995).

Para que cada vesícula vaya al compartimento siguiente de la ruta de secreción y
no se fusione con otro orgánulo diferente, tanto las vesículas como las membranas
receptoras están marcadas con proteínas llamadas SNAREs (Sálíner of aL, 1993). Éstas
son proteínas integrales de membrana con dominios aminoterminales citoplásmicos. Hay
dos tipos de estas proteínas: v-SNAREs (están en las vesículas y en las membranas
donadoras de las que provienen) y t-SNAREs (están en la membrana aceptora). Las y-
SNAREs reconocerán a las t-SNAREs de la membrana aceptora a la que se dirige la
vesícula, sus dominios citoplásmicos se unirán y, a partir de ahí, se iniciará el mecanismo
de fusión de la membrana de la vesícula con la membrana del compartimento aceptor (ver
figura 3) (Hurtley, 1993). Las proteínas pertenecientes a cada uno de los dos tipos (y y t-
SNAREs) tienen que ser lo bastante distintas entre sí como para que exista especificidad
en cada paso de la ruta de secreción y lo bastante parecidas como para que las proteínas
implicadas en el mecanismo de fusión de vesículas que sean comuhes en distintos pasos
puedan reconocerlas a todas. Las v-SNARES de las vesículas originadas en RE están
codificadas por los genes BOSI (Lian y Ferro-Novick, 1993), BETI 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 disociación del revestimiento de la
vesícula, las v-SNAREs quedan expuestas al citoplasma y pueden reconocer a las t-
SNAREs del compartimento al que se dirige dicha vesícula. Al unirse estas dos proteínas
se forma el complejo SNARE. Se cree que esta unión está promovida por GTPasas
pequeñas del tipo Rab, distintas en cada paso de la secreción. Entre ellas, Yptlp es la
que actúa en el paso entre RE y Golgi (Lian of aL, 1994). Después de la formación del
complejo SNARE, se le unirán a éste las proteínas implicadas en la maquinaria de fusión,
formando la denominada partícula de fusión. Entre éstas se encuentran Secl8p (proteína
con actividad ATPasa, equivalente a NSF de mamíferos) y Secl7p (equivalentea a a-
SNAP de mamíferos). La hidrólisis de ATP producida por SeclBp produce la ruptura del
complejo SNARE y se inicia la fusión entre membranas. Se necesitan proteínas
adicionales para completar la partícula de fusión, como Slylp (que pertenece a la familia
de las Rabs) (Ferro-Novick y Jahn, 1994) y es posible que alguna más. Esta maquinaria
de fusión está muy conservada a lo largo de los distintos pasos de la ruta de secreción.

—< v-StJ.ARE

O— t.S MARE

PA ARF ~®AFF-fGW
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Además de todos los genes mencionados, también se han implicado algunos
otros, cuya función no está muy clara, en el transporte de proteínas de RE al aparato de
Golgi: BET2, SEC2O, TIPI, USO 1.

2.3.3. Paso de las proteínas a través del aparato de Golgi y su clasificación
hacia distintas localizaciones finales

.

El paso de las proteínas a través de las distintas cisternas del aparato de Golgi se
realiza, al menos en mamíferos, mediante vesículas tipo COPI. Éstas van transportando
las proteínas del Golgi temprano al Golgi medio y, desde éste al Golgi tardío (Rothman y
Wieland, 1996). Como ya se ha comentado, la proteína que activa la formación de este
tipo de vesículas es ARF y éstas se revisten de un conjunto de proteínas (cubierta o
“coatmeÉ) (Orci et aL, 1993) (ver figura 3 y tabla II).

No se conocen muchos datos de proteínas que puedan ser específicas del
transporte de proteínas entre las distintas cisternas del aparato de Golgí. Recientemente,
en levaduras, se ha implicado a dos GTPasas de la familia Rab homólogas a Yptlp,
Ypt3lp y Ypt32p, en el transporte intra-Golgi o en la formación de vesículas a partir del
Golgi tardío (GenIl of aL, 1996). También han sido identificadas dos proteínas relacionadas
genéticamente con Sed5p (t-SNARE situada en Golgi), Sftlp y Sft2p. Se han propuesto
dos posibles papeles para Sftlp que concuerdan con las propiedades de SNARE que
presenta: ® podría actuar como v-SNARE de vesículas de transporte retrógrado que
reciclen compuestos desde compartimentos posteriores del Golgi hasta las primeras
cisternas de este mismo orgánulo, donde Sedsp actuaría de t-SNARE en este paso o ®
podría cooperar con Sed5p como t-SNARE en ese mismo paso de transporte retrógrado
(Banfield of al., 1995).

Hay que destacar que últimamemte se ha apuntado la idea de que lípidos
derivados del fosfatidilinositol, el ácido fosfatídico y la fosfolipasa D (PLD) pueden tener
un papel crucial en el mecanismo de emergencia de vesículas en el aparato de Golgi. El
descubrimiento de que ARE es un potente activador de la fosfolipasa D (PLD) en
presencia de fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (Pl!’2) como cofactor (Brown et aL, 1993;
Cockcroft of aL, 1994), ha llevado a estudiar el papel de esta enzima en la regulación de
la formación de vesículas de secreción. La PLO hidroliza fosfatidilcolina (PC) liberando
ácido fosfatídico (PA) y colina. Se ha propuesto que la liberación del ácido fosfatídico en
zonas de membrana donde exista PIP2 cercano (PA y PIP2 son lípidos cargados muy
negativamente) podría facilitar la unión de las proteínas de la cubierta a un posible
receptor de éstas y/o ayudar en el paso de una membrana plana a curvada. Según este
modelo, la función del ARF sería únicamente 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, ARE no se necesita para la emergencia de vesículas (Ktistakis of al,
1996).

Además, están surgiendo datos que apuntan a que los distintos derivados
fosforilados del fosfatidilinositol (Pl) juegan un papel crucial en la regulación del transporte
de vesículas. Se ha visto que estos compuestos pueden interacionar tanto con las
GTPasas implicadas en la regulación de estos procesos como con otras proteínas del
revestimiento de las vesículas. Se cree que la fosforilación y defosforilación del anillo de
inositol podría ser la clave de la regulación del tráfico de membranas. Así, algunos los
derivados surgidos de esta fosforilación, podrían tener la capacidad de reclutar proteínas
del revestimiento de las vesículas, mientras que otros carecerían de dicha capacidad.
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Asimismo, determinados derivados podrían activar a las proteínas regulatorias de los
distintos pasos de la ruta de secreción (De Camilli et aL, 1996).

Durante su paso a través de las cisternas del aparato de Golgi, los residuos
azucarados de las proteínas N-glicosiladas van siendo modificados, de diferentes
maneras según la proteína, por las distintas enzimas de cada una de las cisternas: se
eliminan residuos de manosa y se adicionan residuos de N-acetilglucosamina, galactosa y
ácidos siálicos. Otro tipo de modificación que pueden sufrir las r~roteínas a su paso por
este orgánulo es la 0-glicosilación. Esta, en mamíferos, comienza el el aparato de Golgi y
normalmente, primero se une N-acetilgalactosamina y luego un número indeterminado de
residuos azucarados (Alberts et aL, 1994a). En levaduras, la 0-glicosilación comienza en
el RE, mientras en el aparato de Golgi se producen elongaciones posteriores de las
cadenas laterales de las proteínas 0-glicosiladas <Tanner y Lehle, ‘1987).

Una vez atravesadas todas las vesículas del aparato de Golgi, las proteínas se
dirigen desde el Golgi tardío a sus localizaciones finales en la célula. En el Golgi tardío se
pueden formar distintos tipos de vesículas. Vesículas de un tipo tr~nsportarán proteínas a
la vacuola (o a lisosomas en mamíferos) y las de otro tipo se fusionaran con la membrana
plasmática y portarán las proteínas que se dirijan a esta membrana, al espacio
periplásmico, a la pared celular o al exterior de la célula. Dentro de este segundo tipo,
recientemente se han identificado dos poblaciones de vesículas que contienen proteínas
diferentes, sugiriendo la existencia de dos rutas paralelas, de vesículas de secreción,
desde el aparato de Golgi hasta la membrana plasmática (Harsay y Bretscher, 1995). Por
todo ello, las últimas cisternas del aparato de Golgi deben tener la capacidad para separar
correctamente las proteínas que serán transportadas a cada upa de las mencionadas
localizaciones. Los únicos mutantes sec defectivos en la formación de las vesículas de
secreción que van desde el aparato de Golgi hasta la membrana citoplásmica son los
mutantes secl4 (comentados ampliamente en el punto 3 de la introducción) y sec7
(Novick et aL, 1980).

2.3.4. Fusión de las vesículas de secreción con la mombrana plasmática

:

exocitosis

.

Estudios genéticos han implicado, al menos, a ‘14 genes en el proceso de fusión
de las vesículas de secreción con la membrana plasmática. En éste, existe una partícula
de fusión similar a la del proceso de fusión de las vesículas derivadas del RE con el
aparato de Golgi. Sec4p es la GTPasa homóloga a Yptlp que desencadenará la fusión.
En la partícula de fusión, además de Secl7p y Secl8p, se encuentran las proteínas
específicas de este paso de la ruta: Seclp (proteína Rab, homóloga a Slylp); Snclp y
Snc2p, que son las v-SNAREs; Ssolp y Sso2p, que son las t-SNARES y Sec9p (Ferro-
Novick y Jahn, 1994). No se han encontrado homólogos de esta última proteína en los
otros pasos de fusión de vesículas en 3. cerevisiae, pero es hohióloga a SNAP25, una
proteína que interviene en la fusión de las vesículas presinápticas con la membrana
plasmática de neuronas y, al igual que SNAP25, Sec9p se sitúa en la membrana
plasmática (Brennwald eta)?, 1994) (figura 4).

También intervienen específicamente en este paso de la ruta otras proteínas de las
que no se conoce exactamente su función: Sec2p (proteína con un dominio
superenrollado) (Nair et aL, 1990), Scdsp, y otras siete (Sec3pj Sec5p, Sec6p, Sec8p,
SeclOp, Secl5p) que recientemente se ha descrito que forman mi complejo multiproteico
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al que se ha denominado “exociste” (de “exocyst”) por ser necesario únicamente para la
exocitosis (TerBush et al., 1996).

Una vez que se produce el proceso de fusión de vesículas con la membrana
plasmática, las proteínas que éstas transportaban alcanzarán sus localizaciones finales.
Estás localizaciones pueden ser la membrana plásmatica o el exterior celular en cualquier
célula eucariota y, en levaduras, además, la pared celular o el espacio periplásmico.

2.4. Genes descritos de C. albicans relacionados con la secreción.

Hasta la fecha, existen muy pocos datos sobre los mecanismos implicados en el
proceso de secreción en C. albicans, aunque se supone que son muy parecidos a los de
5. cerevisiae. Anteriormente a este trabajo, solamente se habían donado los siguientes
genes relacionados con este proceso: SEC18, ARE, PMMI, FMII y un fragmento, todavía
sin caracterizar en profundidad, que es capaz de complementar el mutante sec6l (de la
Rosa eta)?, 1996). Los productos de los genes PMMI y PMII no se encuentran en la ruta
de secreción de proteínas, pero por estar implicados en la síntesis de la manosa que será
utilizada para la glicosilación de las proteínas en el RE, su defecto produce cepas con
problemas de secreción y glicosiladón.

El gen SECI8 se clonó por complementación funcional del mutante secl8-1 de
5. cerovisiae. La proteína deducida, Secl8p, es homóloga tanto a Secl8p de
8. cerovisiae como a NSF de mamíferos y presenta, como ellas, un posible sitio de unión
a ATP (Nieto etaL, 1993).

El gen ARE, donado mediante hibridación DNA-DNA, es muy parecido a sus
homólogos de otras especies. La proteína que codifica comparte 78 % y 77 % de
identidad con las proteínas de levadura codificadas por los genes AREl y ARF2,
respectivamente, y 83 %, 82 % y 77 % con las codificadas por los genes ARFI, ARES y
ARF4 humanos. Al igual que ocurre en otras especies, se ha detectado la presencia de un
segundo gen ARE en el genoma de C. albicans (Denich eta)?, 1992).

También por medio de hibridación se clonó el homólogo de C. albicans al gen
SBC5S de 5. corevisiae. Este gen, denominado PMMI, codifica la enzima fosfomanosa
mutasa de C. albicans (implicada en glicosilación de proteínas) y complementa el mutante
sec53-6de levadura (Smith et aL, 1992). El gen FMII de C. albicans que codifica la
enzima fosfomanosa isomerasa se clonó de igual forma que los anteriores. Este gen es
capaz de complementar los defectos de un mutante de 5. cerevisiae en el gen homólogo
y la proteína que codifica comparte una identidad de 64,1 % con su homóloga de
8. cerovis¡ae. La deleción de ambas copias de PMII en C. albicans produce estirpes
auxótrofas para manosa (Smith ef aL, 1995).

Mediante el proyecto de secuenciación del genoma de C. albícans se está
detectando continuamente la existencia, en el genoma de este organismo, de otros genes
implicados en los procesos de secreción, como son: SEC4, SEC7y SARI.
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2.5- Secreción constitutiva y regulada en mamíferos.

En mamíferos, además del proceso de secreción constitutiva similar al de
levaduras comentado a lo largo de este punto, también existe un proceso de secreción
regulada. Mediante este último, ciertas proteínas, en células especializadas, se secretan
al exterior celular en respuesta a un estímulo determinado. En est~ proceso, las proteínas
siguen un camino por la ruta de secreción paralelo al de la~ proteínas secretadas
constitutivamente pero, a partir del tmns-Golgi, se forman unos gránulos de secreción
especialmente densos. Éstos permanecen cerca de la membrana plasmática hasta que
reciben una señal extracelular que impulsa su fusión con esta men~brana y la liberación de
su contenido al exterior celular El mecanismo molecular por el cual se impulsa a los
gránulos de secreción hacia la membrana plasmática es muy poco conocido, pero se ha
dividido en dos pasos secuendales: el primero, que se denomina cebado (“priming~, es
dependiente de ATP y Mg2~ y el segundo, que se llama disparo (“triggering”), depende de
Ca2~. Ambos pasos necesitan además distintos factores citosólico~ <Hay y Martin, 1992).

3. PROTEíNAS DE TRANSFERENCIA DE FOSFATIDILINOSITOL.

3A. Gen SECI4 y proteína Secl4p deS. cerevis¡ae.

Algunos de los mutantes sec de S. cerevisiae obtenidos por Schekman y col.
(Novick eta)?, 1980) pertenecen al grupo de complementación sec 14. En estos mutantes,
al igual que en los del grupo de complementación sec7, se observa por microscopia
electrónica, a la temperatura no permisiva, un acumulo de estru¿turas sin parecido con
ninguna otra de las descubiertas hasta el momento de su descripción. Éstas se
denominaron cuerpos de Berkeley y consisten principalmente en dos membranas
curvadas con un lumen transparente a los electrones. En secl4, además, también se
forman vesículas de 80-100 nm, que pueden detectarse asimismo en otros grupos de
complementación. El establecimiento del orden de los hechos oct!jrridos en el proceso de
secreción de proteínas permitió concluir que, en el mutante sec14, esta ruta se encuentra
bloqueada en el paso entre el aparato de Golgi y las vesícUlas de secreción que
posteriormente se fusionarán con la membrana plasmática (Novick eta)?, 1981).

3.1.1. donación y características del gen SECI4 y de Sec 14»

.

Para profundizar en el estudio de la intervención directa o indirecta de Secl4p en
la secreción de proteínas, se estudiaron tanto el mutante termosensible como el gen que
se encuentra alterado en él. El hecho de que el bloqueo de la secr~e&ión de invertasa en el
mutante secl4 termosensible sea un proceso muy drástico y con una rápida cinética
parece indicar un defecto primario en este proceso de secrehión. Esto implica a la
proteína Secl4p directamente en la ruta de secreción de proteína~ (Bankaitis ef aL, 1989).

La donación del gen SECI4 de S. cero vis¡ae se realizó mediante
complementación funcional del fenotipo termosensible del mutante secl4. La
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secuenciación de dicho gen reveló que tenía un intrón y codificaba un polipéptido de
304 aa, con una masa molecular aparente de 35 kDa y sin señales obvias de inserción en
membrana ni de entrada en la ruta de secreción de proteínas. Estos datos concuerdan
con que Secl4p, por medio de anticuerpos, se identificó como un polipéptido no
glicosilado de 37 kDa, y que se encuentra en la fracción citosólica de S. cerevís¡ae
(Bankaitis et aL, 1989). Esta proteína se ha identificado también en mapas
bidimensionales de extractos celulares totales de 8. cerovisiae, donde se localiza con un
peso molecular de 37 kDa y un punto isoeléctrico de 5,4 (Garrels ot aL, 1995). El
descubrimiento de que se trata de un gen esencial para el crecimiento de la levadura
permitió describirlo como un factor citosólico necesario para el tráfico de proteínas a partir
del aparato de Golgi hacia la membrana plasmática. Posteriormente, se describió que
Secl4p colocalizaba con el marcador de aparato de Golgi de levaduras Kex2p in vivo,
dato que indicaba una asociación real de la proteína con las membranas de este orgánulo
celular (Cleves ef aL, 1991).

La proteína Secl4p de 8. cerevis¡ae es bastante abundante (Bankaitis et aL, 1989;
Kagiwada et aL, 1996) y hasta el momento no se conoce que su expresión esté sometida
a ningún tipo de regulación. No se han detectado cambios periódicos en los niveles de
mRNA de SECI4 que correspondan a diferentes estados del ciclo celular, ni a cambios
significativos en condiciones de bloqueo de la endocitosis o la secreción celular, así como
tampoco en condiciones de inducción de la actividad secretora (Vahlensieck eta)?, 1995).
Su expresión no se encuentra tampoco sujeta a represión por la presencia en el medio de
cultivo de sustancias relacionadas con su función, como pueden ser inositol y colina. Por
todo ello, la expresión de este gen ha sido descrita como constitutiva (Kagiwada et aL,
1996).

Un descubrimiento que aportó una luz nueva en el estudio de la actividad de
Secl4p fue la observación de que su secuencia aminoacídica era idéntica a la obtenida
de la proteína de transferencia de fosfatidilinositol (Pl) y fosfatidilcolina (PC) purificada de
extractos de S. cerevi.siae (Aitken of aL, 1990; Bankaitis eta)?, 1990). Tras corroborar que,
efectivamente, se trataba del mismo gen y que el defecto de los mutantes secl4 era
debido a la incapacidad de esas células para movilizar fosfatidilinositol o fosfatidilcolina,
se estableció por primera vez una función in vivo a una proteína de transferencia de
fosfatidilinositol. Hasta ese momento se habían atribuido funciones a este tipo de
proteínas que concordaban con su actividad bioquímica in vitro, pero no se conocía
realmente que funciones podrían desempeñar dentro de la célula. Curiosamente, esta
proteína no presenta ninguna homología de secuencia con las proteínas de transferencia
de fosfatidilinositol de células de mamífero, las cuales habían sido ampliamente
estudiadas in vitro desde el punto de vista bioquímico.

3.1.2. Función de la proteína Secl4p: actividad bioguimica y posibles papeles
fisiológicos

.

Las proteínas de transferencia de fosfolípidos se encuentran en todas las células
eucariotas e incluso en algunas bacterias. Por su capacidad in vitra de intercambiar
fosfolípidos entre dos bicapas lipídicas artificiales o naturales, clásicamente, se les ha
asignado un papel importante en el movimiento intracelular de fosfolipidos. Este tipo de
proteínas se caracteriza por su capacidad de transferir Pl y PC, presentando mayor
afinidad por el Pl (por lo que se suelen denominar proteínas de transferencia de Pl,
PITPs). De su papel in vivo se conocían muy pocos datos (Dowhan, 1991), de ahí que el
descubrimiento de que la única proteína de transferencia de Pl/PC existente en la
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levadura interviene en la ruta de secreción de proteínas abrió una vía de investigación
importante para hallar la función real de esta proteína in vivo (Aitken eta)?, 1990).

3.1.2.1. Funciones atribu¡das a Secl4p en relacián a su actividad in vito.

La localización de las enzimas de la biosíntesis de fosfolipidos está restringida a
distintos compartimentos intracelulares (la mayoría en el RE y en la membrana
mitocondrial interna) y la necesidad de todas las membranas subcelulares de tener una
composición lipidica determinada implica la existencia de mecanismos que regulen la
distribución de los fosfolípidos de nueva síntesis. Estos mecanismos pueden ser
(Kohlwein eta)?, 1996):

-Difusión espontánea a través de un compartimento acuoso (sólo posible en

algunos tipos de lípidos, ej: ácido lisofosfatidico).

-Transporte catalizado por proteínas de transferencia de fosfolípidos (PITP).

-Flujo de vesículas que liberen parte del material de una membrana donadora en
una membrana aceptora. Por ejemplo, el transporte de esfingolipidos a la
membrana plasmática depende estrictamente del tráfico de vesículas a través de la
ruta de secreción (Hechtberger y Daum, 1995; Kohlwein st a)?, 1996; Puoti st a)?,
1991).

-Contacto directo entre membranas que permita la difusión de lípidos de un
compartimento hidrofóbico a otro. En levaduras se ha descrito que, al igual que en
mamíferos, existe una fracción de membrana del retículo endoplásmico que parece
interaccionar con la membrana externa de la mitocondria. A esta fracción se le
denomina MAM o membrana asociada a mitocondria y presenta gran capacidad de
sintetizar Pl y fosfatidilserina (PS). Esta PS, a través del contado directo entre
membranas, se internaliza en la mitocondria y allí se descarboxila transformándose
en fosfatidiletanolamina (Alb et a)?, 1996; Gaigg eta)?, 1995; Kohlwein eta)?, 1996).

El segundo mecanismo mencionado, que implica a las PITPs como catalizadoras
del transporte de lípidos entre membranas, constituía el papel asignado in vivo a estas
proteínas durante muchos años (Cleves st a)?, 1991a; Wirtz, 1991). No sólo no existe
ninguna evidencia de que este tipo de mecanismo de transporte lipidico tenga lugar in
vivo (Dowhan, 1991; Kohlwein st aL, 1996), sino que se ha comprobado, mediante
estudios sobre los mutantes secl4ts, que Secl4p (PITP) no está implicada en el
transporte de Pl y PC desde membranas intracelulares a la membrana plasmática
(Gnamusch eta)?, 1992).

Para comprobar si la capacidad de transferencia de lípidos demostrada por
Secl4p in v¡tro correspondía con el reflejo de alguna propiedad que necesita esta proteína
para realizar su función in vivo (aunque su función celular no sea el transporte de lípidos
“por se’), Skinner y col. (Skinner of aL, 1993) trataron de comprobar si una proteína de
mamíferos que presentara in vitro la misma capacidad de transferencia de Pl y PC podía
restituir los defectos de crecimiento presentados por un mutante seo 14~ de levadura. Para
esto, eligieron la isoforma a de la PITP de rata (PITPa) (Dickenson eta)?, 1989). El hecho
de que la secuencia de las proteínas PITPas de mamífero no comparta homología con
Secl4p facilitaría el poder relacionar los resultados que se obtuvieran únicamente con la
propiedad común de transferir lípidos que Secl4p y PITPa presentan in vitro. La
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expresión de PITPct de rata en S. cerovis¡ae puede complementar los defectos de
crecimiento y de secreción de un mutante secl4ÍS, mientras que no es capaz de hacer lo
mismo en un mutante secl4 interrumpido. Esta falta de complementación parece estar
relacionada con la incapacidad de la proteína de mamíferos para unirse de manera
estable al aparato de Golgi. De estos datos se deduce que la actividad de transferencia
de fosfolípidos es necesaria, pero no suficiente, para la función de Secl4p in vivo. Parece
que la localización en el Golgi es otra característica esencial para el papel de esta
proteína en la levadura (Skinner et aL, 1993). Estos autores también sugieren que la
asociación estable de Secl4p con las membranas del aparato de Golgi no es el resultado
de su capacidad de unir lípidos y que los 129 residuos aminoterminales de Secl4p son
suficientes para dirigir una forma catalíticamente inactiva de la proteína de rata PITPa al
aparato de Golgi.

3.1.2.2. Mutaciones supresoras de la mutación seclt en S. cerevisiae.

Las mutaciones termosensibles descritas en el gen SECI4 son todas producidas
por la transición de G a A que convierte el codón 266 de GGT (Gly) en GAT (Asp) (Cleves
ef aL, 1991; Cleves et aL, 1989). Esta mutación se llamó sec14~1tS. En la búsqueda de
genes relacionados con SEO 14, y con el objetivo final de aportar nuevos datos sobre su
papel real en la secreción de proteínas, Cleves y col. seleccionaron mutaciones
espontáneas que fueran capaces de revertir el fenotipo termosensible producido por la
mencionada mutación. Defectos en, al menos, siete genes son capaces de producir esa
supresión fenotípica de la termosensibilidad; de éstos, seis fueron detectados mediante la
mencionada estrategia. Estos genes son: SACI (Cleves ef aL, 1989), BSR2, BSR3, y
BSR4 (“bypass Secl4p recesive”) en los que había mutaciones recesivas y BSDI y BSD2
con mutaciones dominantes (deyes ef aL, 1991). Se comprobó que la supresión del
efecto de la mutación secl4ts se debía, en todos los casos, a la circunvalación de la
función de esta proteína. Dicha supresión no era debida a alteraciones de otros productos
génicos que pudieran regular su actividad o a la sobreexpresión de Sed 4p~. También se
describió que la supresión era eficiente y circunvalaba específicamente la función de
SEC14, ya que los estadios finales de la ruta de secreción seguían siendo necesarios
para la viabilidad de los mutantes (deyes eta)?, 1991).

SACI es un gen que habla sido identificado por la capacidad de diferentes alelos
mutantes de suprimir mutaciones que producen defectos en el citoesqueleto de actina
(acf1~1ts) de la levadura (Novick eta)?, 1989) y que, además, puede suprimir los defectos
de varios mutantes en la ruta de secreción como son secl4, sec6 y sec9 (éstos dos
últimos son mutantes de estadios de la ruta posteriores al aparato de Golgi) (Cleves of a)?,
1989).

El hallazgo de que en el mutante bsr4 el gen que se encuentra mutado es CKII,
que codifica la enzima colina quinasa (CKlasa, enzima que cataliza el primer paso de la
síntesis de fosfatidilcolina (PC) vía CDP-colina) (figura 5), llevó a plantearse si la
supresión se trataba de un efecto general de la inactivación de esta ruta. Con la
interrupción de CPTI, que codifica la enzima colinafosfato fosfotranferasa (tercera enzima
de esta misma ruta) (figura 5), se comprobó que la carencia de dicho gen también suprime
los efectos producidos por la disfunción de SECI4(deyes eta)?, 1991). De esta forma, se
describió la séptima mutación supresora del fenotipo de secl4~~ (cptl) y se propusieron,
por primera vez, vínculos de unión entre la secreción de proteínas, el transporte
intracelular de fosfolípidos y la biosíntesis de fosfolipidos vía CDP-colina.
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El estudio genético y bioquímico de todos estos mutantes ha aportando muchos
datos sobre la función de SECI4 en la ruta de secreción de proteínas. Todos estos datos,
excepto los conocidos sobre el mutante bsd2, se han integrado en un modelo de
actuación de Secl4p 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 del mutante han revelado que, al igual que sed,es
un mutante auxótrofo para el inositol. Esta auxotrofía se debe al fallo en la regulación del
gen INOI, necesario para la biosíntesis del inositol. La expresión de INOl está
normalmente regulada por el complejo lno2p/lno4p. Este complejo es necesario para la
fmns-activación del gen estructural INQI y, a su vez, se encuentra regulado por Opilp
(proteína que actúa como regulador negativo, reprimiendo la expresión de 1N02 en
presencia de inositol) (Ashburner y Lopes, 1995). En el mutante bsd2, la inactivación
específica del regulador positivo lno2p produce una represión constitutiva de la expresión
del gen INC 1, que trae como resultado final la auxotrofía para el inositol anteriormente
citada (Kagiwada eta)?, 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 proteína codificada por el gen mutado en bsd2 podría tener actividad fosfolipasa
que digeriría el Pl. Esta digestión se encontraría acelarada en los mutantes bsd2. Uno o
varios productos resultantes de dicha digestión (pueden ser inositol y diacilglicerol (DAG)
o ácido fosfatídico (PA)) podrían modular de manera coordinada, pero independiente, los
dos procesos afectados en bsd2: la vía de Secl4p/Golgi y la biosíntesis de inositol (ver
figura 6) (Kagiwada efe)?, 1996).

Ruta de Secl4p.
DAG ~ Formación de vesículas

a partir del aparato de Golgí

B

mnositol -A--> opíl p —{

Expresion
de INOI

P Bsd2p
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3.1.2.3. Modelo de actuación de Secl4p in vivo.

Los datos obtenidos a partir del establecimiento de la relación entre Secl4p y la
síntesis de PC por la ruta de la CDP-colina indicaban que esta proteína puede tener un
papel in vivo importante y relacionado con la síntesis de fosfolípidos en las membranas
del aparato de Golgi.

El estudio de la composición fosfolipídica cuantitativa de las membranas del
aparato de Golgi, tanto en levaduras silvestres como en otras en las que el proceso de
secreción de proteínas no necesita de la función de Secl4p (mutantes con mutaciones
supresoras), ha aportado datos concluyentes sobre la relación de esta proteína con la
síntesis de PC. Se comprobó que Secl4p actúa manteniendo un contenido reducido de
PC en las membranas del aparato de Golgi y que su sobreproducción reduce de forma
importante la biosíntesis de PC a través de la ruta de la CDP-colina (McGee eta)?, 1994).
Sin embargo, en la biosíntesis de PC mediante la ruta de metilación de PE o síntesis de
novo (ver figura 5), no se produce ninguna variación en respuesta a cambios en la
expresión de Secl4p. Mediante la regulación de la ruta de la CDP-colina, se mantiene en
las membranas de Golgi una relación Pl/PC elevada que se había propuesto como crítica
para mantener su capacidad secretora (McGee efe)?, 1994).

Secl4p reprime la biosíntesis de PC mediante la inhibición de la enzima limitante
de la ruta de la CDP-colina (Skinner ef a)?, 1995). Esta enzima, colinafosfato
citidililtransferasa (COTasa), es inhibida por Secl4p solamente cuando la concentración
de PC en las membranas de Golgi es elevada, ya que en estas circunstancias Secl4p se
encontraría unido a PC y es en esta forma cuando reprime la síntesis de nueva PC. Si,
por el contrario, el balance Pl/PC en las membranas del aparato Golgi es elevado, Secl4p
estaría unido a Pl y en esta forma no reprimiría la CCTasa, sino que se permitiría la
síntesis de PC para equilibrar su concentración (ver figura 7) (Skinner eta)?, 1995). Según
este modelo, denominado “modelo del sensor”, Secl4p actuaría como un sensor que
controlaría la composición de fosfolípidos de las membranas del aparato de Golgí
manteniéndola adecuada para la formación de las vesículas de la ruta de secreción.

Datos muy recientes indican que lo que es realmente crítico para que se produzca
la formación de vesículas de secreción a partir del aparato de Golgi es la cantidad de
diacilglicerol (DAG) existente sus membranas. Mediante el estudio del mutante sacl, se
comprobó que la supresión del fenotipo termosensible de .secl4ts se debe a una alteración
del metabolismo de fosfolípidos que produce un incremento en la cantidad de DAG
existente en las membranas del aparato de Golgi (Keams et a)?, 1997). Saclp es una
proteína integral de membrana del complejo de Golgi y del RE cuya secuencia está
relacionada con inositol-5-fosfatasas. Mutantes en SACI presentan defectos en la función
secretora a nivel de Golgi, en la organización del citoesqueleto de actina y son auxótrofos
para el inositol (Cleves ef a)?, 1989; Whitters et aL, 1993). Se ha comprobado que la
supresión de los defectos de secl4 en mutantes sed 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 formación de de las vesículas de secreción. Además, en mutantes sací el
recambio de Pl del aparato de Golgi también se encuentra acelarado. Por todo ello, se ha
descrito que Saclp está implicada en la regulación del metabolismo de fosfolípidos
(Kearns of aL, 1997). También se ha descrito que la otra función conocida de Saclp
(transporte de ATP al interior del RE) no está relacionada con Secl4, sino que es
totalmente independiente.
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Según los últimos datos expuestos, la inhibición de la síntesis de PC por la vía de
la CDP-colina por parte de Secl4p tendría como objetivo final evitar que se consuma DAS
en dicha síntesis, cuando no sea necesario. En este modelo, además, la forma de Secl4p
unida a Pl colaboraría en el mantenimiento de la cantidad de DAG adecuada, mediante la
regulación del metabolismo de fosfolípidos derivados del inositol (Kearns of a)?, 1997).

Datos sobre los genes alterados en los otros mutantes en los que se suprime el
fenotipo termosensible seo

14ts han implicado más proteínas en el modelo de actuación de
Secl4p:

El gen KESI es el que se encuentra alterado en los mutantes bsr3. Este gen
codifica la proteína Keslp, homóloga a la proteína humana de unión a oxisterol (OSBP) y
que se localiza principalmente en el citosol de la levadura. La sobreexpresión de la
proteína Keslp elimina la supresión del fenotipo termosensible de .secl4ts que se produce
en los mutantes optí, cotí, cki (con mutaciones en la síntesis de PC por la ruta de la CDP-
colina) y en bsdl; es decir, en estos mutantes en los que se ha suprimido el bloqueo del
crecimiento a 37

0C producido por la mutación seol4ls, si se introduce el gen KESI en un
plásmido multicopia, se revierte nuevamente al fenotipo termosensible. Esto indica que
esta proteína actuará como efector negativo sobre el efecto final producido por Secl4p
posteriormente a la síntesis de PC por la via CDP-colina (Fang et aL, 1996). De esto se
deduce que el bloqueo de Keslp permitirá la formación de las vesículas de secreción (ver
figura 7). Se ha comprobado que la interrupción del gen KESI no produce disminución de
la síntesis de PC por la vía de la CDP-colina, lo que ratifica que la actuación de este gen
es posterior a dicha vía metabólica (Fang et a)?, 1996). De acuerdo con la idea de que
keslp es un efector negativo, es posible que el DAG de las membranas del aparato de
Golgi regule negativamente a Keslp, permitiendo así la formación de las vesiculas de
secrecion.

En el mutante bsdl no se conoce todavía qué gen se encuentra alterado. Si se
sabe que su actuación será, como en el caso anterior, posterior a la síntesis de PC por la
ruta de CDP-colina, ya que esta ruta no se encuentra alterada en los mutantes bsdl.
Además, el hecho de que la sobreexpresión de Keslp elimine los fenotipos relacionados
con bsdl indica una interacción antagónica entre estas dos proteínas, por lo cual la
proteína codificada por el gen BSDI es considerada como un regulador positivo de la ruta
de Secl4p posterior a la ruta de la CDP-colina (Fang efe)?,1996; Kearns ef a)?, 1997)(ver
figura 7).

3.1.2.4. Distintas funciones celulares en las que se ha implicado a Secl4p.

La implicación de Secl4p en la ruta de secreción de proteínas al nivel del aparato
de Golgi es conocida desde el aislamiento del mutante seol4~, pero la evidencia directa
de que su papel consistiera específicamente en colaborar en la formación de vesículas de
secreción (como se comenta en el párrafo anterior) se ha descrito muy recientemente. Se
comprobó que Secl4p era capaz de estimular la formación de vesículas de secreción a
partir de la red del fmns-Golgi en un ensayo libre de células derivado de una línea celular
neuroendocrina (Ohashi of eL, 1995). De esta forma, además de describir el papel que
Secl4p puede tener in vivo en la levadura, también se ratifica el concepto de la
conservación de la maquinaria secretora desde levaduras hasta mamíferos, ya que, a
pesar de no compartir identidad en la secuencia con las proteínas de transferencia de
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fosfatidilinositol de mamíferos (PITPs), Secl4p puede sustituirlas y presentarse activa en
este ensayo en una línea celular de mamífero.

También se ha descrito la capacidad de Secl4p de intervenir, sustituyendo a las
PITPs de mamíferos, en el proceso de secreción regulada que puede ocurrir en estas
células y, más concretamente, en el paso de cebado dependiente de ATP que tiene que
producirse para que los gránulos de secreción puedan fusionarse con la membrana
plasmática (Hay y Martin, 1993) (punto 2.5 y 3.2.3.1 de la introducción). Teniendo en
cuenta que en levaduras no se ha descrito secreción regulada, estos datos indican que
dicho proceso de cebado comparte con la secreción constitutiva el mecanismo que implica
a Secl4p o a las PITPs de mamíferos.

Recientemente, y por último, también se ha comprobado que Secl4p puede
sustituir a las PITPs de mamíferos en los sistemas de transducción de señales de células
de mamífero mediados por lípidos derivados de inositol y por la fosfolipasa O, en los que
estas proteínas intervienen (punto 3.2.3.3. de la introducción) (Cunningham eta)?, 1996).

3.1.3.Genes homólogas a SECI4 en otras levaduras

.

La proteína Secl4p presenta un elevado grado de conservación en distintas
especies de levaduras y hongos. Por medio de inmunoprecipitación con anticuerpos frente
a Secl4p de 3. cerevislee, se detectó esta proteína tanto en Kluyveromyces leofis como
en Schizosacoharomyoes pombe (Bankaitis eta)?, 1989). La donación del gen SEO 14 de
1<. lactAs permitió comprobar que la secuencia proteica presenta un 77 % de identidad con
Secl4p de 5. cerev¡siae y que ambas proteínas presentan homología funcional. La
proteína Secl4p de 1<. lactAs presenta un peso molecular aparente de 34 kDa y es un poco
más ácida (pl=4,9) que su homóloga de 3. cerev¡s¡ae (pl=S,3). El gen SEO 14 de K. leotis,
a diferencia del mismo gen de 5. cerevisiae, no presenta ningún intrón (Salama ef a)?,
1990).

La donación y caracterización funcional del homológo a SF014 de la levadura
dimórfica Yarrow¡a Iipolytica aportó datos novedosos sobre la función de esta proteína.
Este gen fue donado tanto a partir de una genoteca genómica como de una de cDNA. De
esta manera, se comprobó que presenta dos intrones en la zona W del RNA mensajero.
SF014de Y l¡polyf¡ca codifica una proteína de 497 residuos (58 kDa de peso molecular
aparente), de los cuales los 300 aminoácidos aminoterminales comparten un elevado
grado de homología con el resto de las proteínas Secl4p (65 % y 65,8 % con las de
5. oerev¡s¡ae y 3. pombo, respectivamente), mientras que los 197 residuos restantes no
tienen proteínas homólogas descritas en ningún organismo. Esta parte presenta una
región rica en prolina, seguida de una zona de elevada cantidad de leucinas (Lopez ef al.,
1994). En contraste con su homólogo de 5. cerevisiae, SF014 de Y l¡polyfica no es un
gen esencial para el crecimiento de la levadura (a pesar de representar la única actividad
PITP detectable en este microorganismo), así como tampoco es necesario para la
secreción de proteínas (ya que un mutante de deleción de este gen presenta inalterada la
función de secreción de proteínas). Este gen, sin embargo, parece ser necesario para el
proceso de diferenciación morfológica de levadura a micelio que lleva a cabo Y lipolyf¡ca
(un mutante con SF014 interrumpido no es capaz de llevar a cabo este proceso de
transición dimórfica) (Lopez et aL, 1994).
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Estos datos indican claramente que esta proteína tiene funciones diferentes en las
distintas levaduras y muestran el peligro de especular sobre la universalidad de su acción
in vivo antes de obtener evidencias experimentales (Alb et a)?, 1996). El estudio de las
modificaciones ultraestructurales de los mutantes seol4, tanto en 5. oerov¡siae como en
Y Iipolyfica, ha permitido detectar diferencias importantes. En el mutante de 5. cerevisiae
van apareciendo a lo largo del tiempo distintas formas aberrantes, desde túbulos delgados
y anastomosados cercanos al RE hasta gránulos dispersos por el citoplasma o cuerpos
esféricos idénticos a vacuolas. Sin embargo, en el mutante de Y Iipolytica sólo se
observan profundas invaginaciones en la membrana citoplasmática. De esto se concluye
que la diferencia en el papel de Secl4p en ambos organismos podría estar relacionada
con que dicha proteína cumpla su papel regulatorio en distintas estructuras celulares, es
decir, el aparato de Golgi en 5. cerevisiae y la membrana plasmática en Y Iipolyt¡ca
(Rambourg et a)?, 1996). Esta última afirmación puede ser algo contradictoria con la
supuesta colocalización en cierta medida de Secl4p de Y lipolytioa con XPR6p (presunto
marcador de Golgi) (Lopez ef a)?, 1994).

Nuevas secuencias de genes SEO 14 de otras levaduras están depositadas en las
bases de datos: SEO 14 de 5. pombe y 0. glabrata. La caracterización de las proteínas
codificadas por estos genes, así como de sus funciones en los correspondientes
microrganismos pueden aportar nuevos datos de gran interés en esta cuestión.

En 5. cerovis¡ae se ha localizado, mediante secuencíación de la zona adyacente al
gen BUD2 (cromosoma Xl), el ORF (YKLO9Ic) que codifica YKJ1p. Esta proteína
comparte un elevado grado de homología con Secl4p (62,5 % según el programa BLITZ)
pero su función es desconocida hasta el momento ((Cvrcková y Nasmyth, 1993); EMBL
database).

32. Proteinas de transferencia de fosfatídilinositol en mamíferos.

3.2.1.Actividad, distribución y conservación

.

Desde hace años se han caracterizado y purificado proteínas de tejidos de
mamíferos y plantas que facilitan el transporte de fosfolipidos entre distintas membranas
in vifro. Algunas de estas proteínas se caracterizan por ser capaces de transferir Pl y PC,
presentando marcada preferencia por el Pl (De Vries eta)?, 1995; Helmkamp, eta)?, 1974;
Van Paridon ef 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 distribución y conservación a través de la escala filogenética de estas
proteínas y de los genes correspondientes. De esta manera, se ha comprobado su
existencia además de en mamíferos también en pájaros, reptiles, anfibios e insectos
(Dickenson eta)?, 1994; Helmkamp, 1990).
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A partir de estudios, tanto bioquímicos como genéticos, en estos últimos años se
han identificado dos isoformas de PITP, a y j3, ampliamente distribuidas en los distintos
tejidos de diferentes mamíferos (bóvidos, rata, hombre). Se trata de uno de los tipos de
proteínas más conservadas de las conocidas hasta la fecha. Así:

-las isoformas a de la PITP humana y su homóloga de rata comparten un 98,9 %
de identidad (Dickenson ef al?, 1994),
-las PITPfls de las mismas especies comparten un 98,1 % de identidad (Tanaka et
a)?, 1995),
-y entre las distintas isoformas de la misma especie también se observa un
elevadísimo grado de homología (77 % de identidad entre PITP a y l~ de rata
(Tanaka y Hosaka, 1994)).

Ambas isoformas de las PITPs de mamíferos se han implicado en las mismas
funciones celulares y tienen características muy similares, por lo que en ocasiones se
copurifican o son difíciles de separar. Las diferencias más importantes entre ambas
isoformas, descritas hasta el momento, se refieren a su capacidad de transferir
esfingomielina (SM) y a su localización intracelular. Así, mientras la PITPt no transfiere
esfingomielina in vifro, las isoformas ¡3 purificadas, tanto de cerebro bovino como de
hígado de poíío, son muy eficientes en la transferencia de este lípido (De Vries of a)?,
1995; Westerman of a)?, 1995). Respecto a la localización, Snoek y col. (Snoek ot a)?,
1992; Snoek ot a)?, 1993) detectan PITP asociada al aparato de Golgi en fibroblastos de
ratón suizo 3T3 cuando estos son estimulados por agentes que activan la proteína
quinasa C (PKC), pero estos autores no distinguen entre ambas isoformas. Sin embargo,
de Vries y col. (De Vries ef aL, 1995) comprueban en esta misma línea celular que,
mientras PITPa se distribuye predominantemente en el citoplasma y asociada al núcleo,
PITPj3 está preferentemente asociada al complejo de Golgi. Aunque ninguna de las dos
isoformas comparte homología con la secuencia de Secl4p, la localización de PITP¡3 es
más parecida a la de la proteína de levadura. Por esto, de Vries y col. (De Vries et a)?,
1995) proponen que la isoforma PITP¡3 sería la que realizaría las mismas funciones que
Sec14p in vivo, mientras que la isoforma PITPa estaría implicada en otro tipo de funciones
celulares.

3.2.2. Caracterización de las PITPs de diferentes especies de mamíferos

.

Debido a que las PITPs se han estudiado desde hace muchos años, los datos
conocidos sobre ellas hasta 1991 se encuentran recopilados en la revisión de Wirtz
(Wirtz, 1991). Las características más relevantes para nuestro trabajo de algunas PITPs
purificadas o donadas de mamíferos se exponen a continuación y en la tabla III.

3.2.2.1. Proteínas de transferencia de fasfatidilinositol de rata.

La isoforma PITPa de rata ha sido la proteína de este grupo más caracterizada a
nivel molecular. Se ha descrito que sustituciones en los residuos Ser25, Thr59, Pro78 y
Glu248 producen una importantísima reducción 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 proteínas. También se observa que el residuo Thr-59
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se encuentra conservado dentro de un dominio de fosforilación de PKC (a su vez también
conservado). Esto sugiere una posibilidad de regulación de esta proteína 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 estaría regulado por un ciclo en el que
intervendría PKC fosforilando a la PITP y una proteinfosfatasa liberando el fosfato (Alb ef
aL, 1995). Según este modelo, la PITP se cargaría con PC o Pl en la membrana donadora
(de donde partiría sin fosforilar); al llegar a la membrana aceptora se liberaría de su carga
y allí se fosforilaría mediante PKC. Esta forma fosforilada no podría cargarse con Pl y
regresaría a la membrana anterior sin carga o con PC y, por último, en la membrana
donadora la fosfatasa hidrolizaría el fosfato de la PITP y ésta podría volver a cargarse con
Pl o PC. También se ha comprobado, mediante proteolisis controlada, que la eliminación
del extremo carboxiterminal de esta proteína, desde los aminoácidos Arg253 y Arg259,
aumenta su afinidad por vesículas lipídicas, a la vez que disminuye su actividad de
transferencia de lípidos (Tremblay et aL, 1996).

Cabe destacar que la donación de la isoforma ¡3 de la PITP de rata se realizó
mediante complementación funcional de un mutante de 5. cerevisiae secl4ts (Tanaka y
Hosaka, 1994). Esto indica que, a pesar de la falta de homología entre Secl4p y PITP¡3,
esta última puede aliviar el defecto de crecimiento del mutante seol4ts. Asimismo, la
isoforma a, que tampoco comparte homología con la secuencia de Secl4p, es capaz de
complementar los defectos de dicho mutante (ver introducción, punto 3.1.2.1. (Skinner ef
a)?, 1993)).

3.2.2.2. Proteínas humanas de transferencia de fosfatidilinositol.

Los genes de ambas isoformas de las PITPs humanas se donaron por hibridación
con genotecas de cDNA (Dickenson et aL, 1994; Tanaka et aL, 1995) y, como ya se ha
mencionado anteriormente, las proteínas que codifican comparten un 98,9 % y 98,1 % de
identidad con las homólogas de rata. Además, la comparación del cDNA del gen que
codifica la PITPa humana con su homólogo de rata revela una secuencia muy similar
incluso en las zonas flanquentes no traducidas (88 % y 84 % en 5’ y 3’, respectivamente).

La expresión de ambas isoformas de proteínas de transferencia de lípidos es
detectable en todos los tejidos examinados, pero la cantidad de mRNA varía en los
distintos tejidos dependiendo de qué isoforma se trate (ver tabla III) (Tanaka of aL, 1995).

3.2.3. Funciones celulares en las que se ha implicado a las PITPs de
mamíferos

.

Las PITPs han sido implicadas en distintas e importantísimas funciones de la
célula. Se ha comprobado la intervención de estas proteínas tanto en la secreción de
proteínas (regulada y constitutiva) como en las rutas de transducción de señales a partir
de un receptor de membrana (figura 8).
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3.2.3.1. Implicación de las
secreción regulada.

PITPs en proceso de cebado de los gránulos de la

Uno de los factores de citosol de cerebro de rata purificado como necesario para el
paso de cebado de los gránulos de la secreción regulada, llamado PEP3, resultó ser
de la PITPa (aunque hay evidencias de varias isoformas de la proteína en el paso final de
la purificación) (figura 8,1). Se ha descrito que Secl4p puede sustituir a esta PITP en
dicha función (Hay y Martin, 1993). Recientemente, se ha identificado otro de los factores
citosólicos necesarios para el proceso de cebado, llamado PEPí, que actúa de forma
sinérgica con la PITP, como una fosfatidilinositol-4-fosfato-5-quinasa (PIP5K). Este hecho
indica que la PITP y la PIP5K podrían actuar de forma secuencial en el reclutamiento de
Pl y la posterior fosforilación de sus derivados. Se postula un modelo en el cual la PITP
actuaría presentando el Pl a una fosfatidilinositol-4-quinasa (PI4K) (ver figura 9A). Las

Membrana piasmática

Receptor tranamembranal

Gránuio de la
secreción regulada
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enzimas de este tipo están 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 lógico que no se encuentre entre
uno de los factores purificados de citosol. La PI4K convertiría el Pl en PI-4-fosfato que
sería el sustrato de la PIP5K, la cual lo transformaría posteriormente en PI-4,5-bifosfato
(PIP2). La fosforilación del Pl explicaría la necesidad de ATP en el proceso de cebado de
los gránulos (Hay eta)?, 1995). De esta forma, aparecería una zona en la membrana rica
en PI-4,5-bifosfato (PIP2) (Alb eta)?, 1996; Hay ef aL, 1995) cuya posterior función no se
conoce con seguridad. Por una parte, se ha postulado que re~ularía la actividad de
CAPS145 (Alb et a)?, 1996), que es una proteína de unión a Ca + que regula la fusión
activada por Ca

2~ de los gránulos de secreción (Walent eta)?, 1992). Por otra parte, se ha
propuesto que el dominio PIP

2 podría promover el ensamblaje del citoesqueleto de actina,
ya que este último juega un papel importante en la dirección de los gránulos de secreción
hasta la membrana plasmática (Hay eta)?, 1995).

3.2.3.2. Implicación de las PITPs en la formación de vesículas de la secreción
constitutiva y gránulos de la secreción regulada a partir del trans-Golgi.

Ambas isoformas de las PITPs de mamíferos han sido, asimismo, purificadas de
cerebro bovino como necesarias para la formación de vesículas y gránulos de
secreción, constitutiva o regulada, respectivamente, a partir de la red del frans-Golgi
(TGN) (figura 8,2). Se ha comprobado que Secl4p puede sustituir a estas proteínas en
este proceso. Otro factor citosólico todavía no identificado está implicado en la formación
de vesículas a partir de la red del trans-Golgi y, por la necesidad de ATP y por analogía
con el paso de cebado de gránulos de secreción, se postula que pueda ser una quinasa
de lípidos derivados de inositol (Ohashi ef aL, 1995). El modelo descrito propone que el
aumento de los niveles de polifosfoinosítídos (lípidos fosforilados derivados de Pl, que son
los fosfolipidos más negativamente cargados) en lugares determinados de la membrana
de la TGN, podría ser muy importante para el proceso de emergencia de vesículas, por
implicar cambios importantes en la composición de la membrana que favorezcan su
curvatura o por favorecer el reclutamiento de proteínas citosólicas necesarias para este
proceso (Ohashi eta)?, 1995).

Se ha descrito que la proteína SecI4p puede sustituir a las PITPs en cualquiera de
sus funciones relacionadas con la secreción expuestas en estos dos puntos (introducción,
3.2.3.1. y 3.2.3.2.) (Hay y Martin, 1993; Ohashí eta)?, 1995).

3.2.3.3. Implicación de las PITPs en las rutas de transducción de señales.

En mamíferos, la estimulación 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 transducción de señales importantísima en este tipo de células. La activación
de uno de los distintos tipos de receptores de superficie activa a una de las distintas
isoformas de la fosfolipasa O (PLO) que hidroliza rápidamente PIP2. En esta hidrólisis se
liberan dos segundos mensajeros: inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) y DAG. El IP3 moviliza Ca

2~
intracelular y esto puede producir una serie efectos celulares (ej: contracción muscular). El
diacilgílcerol activa la enzima proteína quinasa O (PKC) que, una vez activada, fosforilará
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proteínas intracelulares que finalmente regularán la expresión de una serie de genes
produciendo el efecto final esperado (Berridge, 1993; Thomas eta)?, 1993) (ver figura 9E).
Algunos ejemplos de estos efectos finales serían la liberación de histamina por parte de
las células cebadas en respuesta a un antígeno, o la contracción del músculo esquelético
en respuesta a acetilcolina (Alberts eta)?, 1994b; Nishizuka, 1992).

El PIP2 que es hidrolizado por la PLC es sintetizado, previamente, mediante dos
reacciones de fosforilación secuenciales a partir de PI. Este Pl es transformado en PI-4-
fosfato (PIP) mediante la PI-4-quinasa. Posteriomente, el PIP se fosforila en la posición 5
a través de la PI-4-fosfato-5-quinasa (PIP5K), transformándose así en PI-4,5-bifosfato que
es el sustrato de la PLC (figura 9A).

Existen varias isoformas de PLC (PLC-¡3, PLC-y y PLC-6), además de diferentes
subtipos de cada una de ellas (Cockcroft y Thomas, 1992; Rhee y Choi, 1992):

-La PLC-j3 está regulada por receptores transmembranales. La activación de
dichos receptores, en respuesta a señales extracelulares, produce la estimulación de
proteínas triméricas de unión a GTP que, a su vez, serán las que activarán a la PLC-p
desencadenando finalmente la respuesta celular (ver figura 9B). Un ejemplo de este tipo
de señalización es la agregación de las plaquetas inducida por la trombina.

-La PLC-y esta regulada por otro tipo de receptores, también proteínas
transmembranales, cuyos dominios citosólicos se fosforilan en tirosina al activarse por la
unión del ligando al dominio extracelular de los mismos. Existen dos tipos de receptores
que pueden activar a la PLC-y: c.D receptores tipo “tirosina quinasa” (ej: el receptor del
factor de crecimiento epidérmico) y ® “receptores asociados a proteínas 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 activación que
desencadenará efectos celulares específicos (Alberts eta)?, 1994b).

La purificación de PITPa de cerebro bovino como un factor esencial para
reconstituir la actividad de la PLC~ mediada por GTP, en celulas HL6O permeabilizadas,
implicó por primera vez a las PITPs en estas rutas de transduccián de señales (Thomas
et a)?, 1993). La posterior observación de que PITPa controla la velocidad inicial de la
reacción de la PI-4-quinasa en la síntesis de PIP2 (ver figura 9A), llevó a postular que la
función de esta proteína en señalización será reclutar o presentar Pl a esta quinasa, lo
que posteriormente proveerá a la PLC¡3 de su sustrato (PIP2). Lo que finalmente se
propone es que la PITPa es, en realidad, un cofactor en este tipo de señalización, que
posiblemente canaliza el Pl directamente a la vía de las quinasas de lípidos. Se plantea la
hipótesis de que la PLC¡3 podría preferir como sustrato los lípidos que le llegan a partir de
la PITPa a los residentes en membrana (Cunningham et al., 1995). Esto podría concordar
con la curiosa observación de que la célula tiene compartimentalizado el PIP2 según sea
“sensible a agonistas” (seria el utilizado en señalización) o “insensible” a éstos (Alb ef a)?,
1996; Monaco y Gershengom, 1992).

La PLCy es activada, entre otros, por el receptor del factor de crecimiento
epidérmico (receptor de EGF). Estudios de co-inmunoprecipitación han revelado que
existe una asociación, dependiente de EGE, de la PITP tanto con el receptor de EGF,
como con la PI-4-quinasa y con la PLCy (Kauffmann-Zeh eta)?, 1995). Esto implicaría a la
PITP en la formación de un complejo con todas estas proteínas.
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Muy recientemente, se ha descrito que las dos isoformas, a (de carcinoma de
hígado humano) y ¡3 (de cerebro de rata), de las PITPs y Secl4p son equivalentes en la
reconstitución de la señalización. Esto ocurre tanto si la hidrólisis de PIP2 es producida por
la isoforma ¡3 de la PLC, como por la isoforma y . En el caso de la isoforrna y, se ha
comprobado para los dos tipos de receptores que pueden activada. En resumen, la
necesidad de PITPs es un requerimiento general en la señalización mediada por lípidos
derivados de inositol cualquiera que sea la isoforma de PLC que interviene en ella. La
falta de homologia de secuencia, entre Secl4p y ambas isoformas de las PITPs de
mamífero, ha llevado a sugerir que la capacidad común a estas tres proteínas de
unir/intercambiar lípidos es la necesaria para su función en señalización (Alb eta)?, 1996;
Cunningham eta)?, 1996). Como se apuntó anteriormente, su función podría ser aportar a
las fosfolípidoquinasas los monómeros de Pl que sean sus mejores sustratos (Alb et al.,
1996).

El hecho de que la PITPj3 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 vía de transducción de señales (por la cual esta SM de la membrana
plasmática se convierte en ceramida en respuesta a inductores extracelulares (Hannun,
1994; Linardic y Hannun, 1994)), plantea la cuestión de si la PITP¡3 estaría implicada en
esta otra vía de señalización (De Vries eta)?, 1995).

De lo expuesto en todo este punto se podría concluir que las PITPs actuarían en
diferentes funciones celulares de células de mamífero con un mecanismo que podría ser
común. Este mecanismo consistiría en presentar Pl a una ruta de Pl quinasas de manera
que se sintetizara el PIP2 necesano en esas diferentes funciones fisiológicas. Todas la
funciones en las que intervienen estas proteínas son de elevada importancia para el
funcionamiento celular y, en todas ellas Secl4p puede sustituir a estas PITPs de
mamífero (figura 8).

3.3. Modelo general del mecanismo de formación de vesículas a
partir del aparato de Golgi: intervención de las PITPs y Secl4p.

Como se ha comentado a lo largo de toda la introducción, distintos estudios muy
recientes (tanto de levaduras como células eucariotas superiores) han implicado cambios
lipídicos de la composición de las membranas del aparato de Golgi en la formación de
vesículas de secreción a partir de éste. Matin (Martin, 1997) ha propuesto un modelo en el
cual se integran todos estos datos (figura 10). Según éste, la formación de vesículas es
debida a variaciones en la composición fosfolipidica de dichas membranas que resultan
en la formación de didíglicerol (DAG) y ácido fosfatidico (PA):

-La generación de DAG necesita de PITPs (o Secl4p en levaduras). Estas
proteínas, por una parte, inhibirán el consumo de DAG en la síntesis de PC y, por
otra, promoveran su formación mediante el metabolismo de Pl (Kearns et a)?,
1997). La síntesis de DAG también está regulada por Saclp, a través del control
del metabolismo de esfingolipidos (Keams ef a)?, 1997). El DAG puede alterar la
curvatura de la membrana o/y reclutar proteínas de unión a DAG que es posible
que intervengan en la formación de las vesículas. Las PITPs también presentarían
al Pía kinasas que lo tranformarian en PIP2 (Ohashi et a)?, 1995) (figura 10).
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- La proteína humana de transferencia de a-tocoferol (une y transfiere esta
vitamina) también se ha descrito que presenta cierta homología (37,4 %) con Secl4p y la
HRBP, sobre todo en las zonas amino y carboxiterminales (Anta eta)?, 1995).

- MEG2 es un gen humano que codifica una proteína con dos dominios
diferenciados: un dominio catalítico carboxiterminal con actividad de proteína tirosina
fosfatasa (PTPasa) y una región amino terminal con 254 aa homólogos a HRBP y Secl4p
(24 % de identidad con esta última) (Gu ef aL, 1992).

- Recientemente, también ha sido donado un gen humano (SECI4L) que codifica
una proteína parcialmente homóloga a Secl4p (6,9 % en toda la proteína, según el
programa BLITZ y algo más en zonas determinadas), así como a la proteína de unión a
retinal de Todarodes pacificus (“Japanese flying squid’) y a dos hipotéticas proteínas de
Caenorhabdif¡s elegana. La proteína codificada por SECI4L tiene un tamaño bastante
mayor a Secl4p (715 aa frente a 304 aa) y no se conocen datos respecto a su posible
función o sus actividades enzimáticas (Chinen eta)?, 1996).

- Además, en las bases de datos de secuencias han sido depositadas algunas
proteínas más de 5. pombe (Yas2p) o de C. elegana (YnO2p), cuya secuencia
aminoacídica ha sido deducida directamente de genes de función desconocida y que, por
presentar alguna homología con las proteínas anteriormente mencionadas, se les
considera como pertenecientes a la familia del factor citosólico Secl4p.

Todas estas proteínas mencionadas son homólogas a Secl4p con distintos
porcentajes de identidad, pero también existe otra clase de proteínas que tiene cierta
homología con las PITPs de mamífero. Así, la proteína rdgB de Drosophila melanogasfer
(Vithelic eta)?, 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 eta)?, 1993).

El estudio más detallado de todas estas proteínas podría proporcionar nuevos
datos sobre las distintas funciones celulares de la familia de Secl4p, así como de la
familia de las PITPs.
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OBJETIVOS

El objetivo fundamental de una de las lineas de investigación sobre 0. albicans,
existentes en nuestro grupo, es la identificación de distintas funciones de la célula fúngica
que puedan ser utilizadas en el desarrollo de nuevos y selectivos fármacos antifúngicos.
En concordancia con esta idea se plantearon los objetivos concretos del trabajo expuesto
en la presente memoria:

1. Clonación del gen de C. albicans homólogo al gen 52014 de
5. cerevisiae y análisis de las características tanto de dicho gen como de la
proteína que codifica.

2. Construcción de mutantes de 0. albicans con defectos en el gen donado,
cuyo estudio pudiera aportar datos sobre la importancia y el tipo de funciones en
las que se encuentra implicado.

3. Estudio de las proteínas humanas que sean homólogas funcionales a la
proteína codificada por el gen 520 14 de levaduras, para obtener información
sobre las posibilidades teóricas de encontrar fármacos antifúngicos con la
selectividad adecuada, en el caso de que 52014 fuera utilizado como diana en el
desarrollo de dichos fármacos.
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1. CEPAS.

Las cepas de E. col¿ 5. cerevis¡ae y C. albicans, utilizadas en la realización de este
trabajo y construidas durante la misma, se describen respectivamente en las tablas IV y y.

Tabla IV Cepas ~W~adasen este rabai

Cepa Genotipo Fuente o Referencia
EcoIi
DH5tF’ K-12 A(IacZYA-argF)~169 supE44 th¡-1 recAí

ondA 1 hsdRl7gyrA rolAl (~80IacZAM15)F’
(1-lanahan, 1988)

MC1O61 araDlSQ /x(ara-Ieu)7697 AQac)X74 galU gaIK
sfraA

R. L. Gourse

S.. cerev¡s,ae.
CTYI-IA MATa ura3-52Ahis3-2001ys2-801 secl4-t (Bankaitis eta)?, 1989)
CTYD2 MATa/a umS-52/wa3-52 lys2-801/Iys2-8O1

ADE2/ade2- 101 TRP1/Atrp 1 Ah¡s3-200/Ahis3-
200 secl4-3/secl4Al::HISS

V. Eankaitis

CTY588 MATa ade2 ades Ieu2 Ahis3-200 ura3-52
secl4Al::HISS/pCTY1 it

V. Bankaitis

52880 MATu mal2 gaI2 (Mortimer y Johnston,
1986)

C.albicans
1006 MPA1ser57 ura3 Iysl arg (Goshorn y Scherer,

1989)
WO-1 cepa silvestre, realiza la transición “white-

opaque . aislado clínico
(Slutsky eta)?, 1987)

1001 cepa silvestre de CECT, ATCC64385, aislado
clínico

(Gil ef a)?, 1988)

92’ mutante morfológico incapaz de filamentar, cepa
isogénica de 1001

(Nombela eta)?, 1987)

505314 cepa silvestre. Parental de CAI4 (G¡llum of a)?, 1984)
CAI4 ura3A::¡mm434/ura3A::¡mm434 (Fonzi y lrwin, 1993)

tEl plásmido pCTY1 1 que porta la cepa CTYS88 contiene
S. cero visiae que incluye los genes LEU2, ADE3y 52014 de esta

un vector episómico de
misma especie.
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Tabla V. Cepas obtenidas en este trabaj

£s~G.albwans Genotipo

CNC2O ura3A: :imm4S4/ura3A: :¡mni4S4 CaSEC 14/Casecl4A: :hisG-CaURA3-hisG
CNC21 urn3A: :¡mm434/ura3/x: :¡mrn4S4 CaSEC 14/Casecl4A: :hisG
CSC6-f ura3/x: :imm4S4/uraSA: :imm4S4 Ca.secl4/x: :hisG/CaSEC 14-Ca URA3-

SKBluescript-CaSECI4
CSM 1-1 wa3A: :imm434/ura3A: :imm4S4 Casecl4A: :h¡sGlCasec 14- 1-CaURA3-

SKBluescript-CaSECI4
CSM7-2 um3A :1mm434/urasA :1mm434 Casecl4A: :hisG/Casecl4-7-CaURA3-

SKBluescript-CaSECI4
S. cerevisiae
SSCO1 MATa ade2 ade3 Ieu2 /xhis3-200 ura3-52 secl4Al::HIS3/pCTY1 it y

p LM1
SSCO2 MATa ade2 ade3 Ieu2 Ahis3-200 ura3-52 secl4Al::HIS3/pCTY1 it y

pYPlct
55C03 MATa ade2 adeS leu2 Ah¡s~3-20O wa3-52 secl4/xl::H153/pCTY1 it y

pYP113
SSC11 MATaado2 adeS leu2 /xh¡sS-200 wa3-52 secl4Al::l-1153/pLM1
55C12 MATa ade2 ade3 leu2 Ahis3-200 ura3-52 secl4Al::l-1153/pYPlct
SSC1 3 MATa ade2 adeS Ieu2 Ahis3-200 ura3-52 .secl4Al::HISS/pYPlj3

t El plásmido pCTY1 1 que porta la cepa CTY588 contiene un vector episómico de
5. cerevís¡ae que incluye los genes LEU2, ADES y SECI4 de esta misma especie.

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

2. MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO.

Los medios eran líquidos o sólidos según las necesidades de cada experimento. A
los medios descritos a continuación hay que añadirles 20 gIl de agar cuando se necesitan
en forma sólida. Excepto en los casos indicados, estos medios fueron esterilizados en
autoclave a 1210C, durante 20’.

2.1. S. cerev¡síae.

Las cepas de S.cerev¡siae se crecieron en los siguientes medios de cultivo:

-YED: 10 g/l de extracto de levadura y 20 gIl de glucosa.
-YEPD: 10 gIl de extracto de levadura, 20 gIl de glucosa y 20 gIl de peptona.
-MPE: 10 g/l de extracto de levadura, 30 gIl de extracto de carne y 50 gIl de

glucosa.
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-ME: 10 gIl de acetato potásico, 1 gIl de extracto de levadura y 0,25 gIl de glucosa.
-SD: 1,7 g/l de base nitogenada para levaduras (Difco), 5 gIl de sulfato amónico,

20 gIl de glucosa y 70 mIll de mezcla de aminoácidos.
-SG: 1,7 gIl de base nitogenada para levaduras (Difco), 5 gIl de sulfato amónico,

20 gIl de galactosa, 20 gIl de rafinosa y 70 mIll de mezcla de aminoácidos. La galactosa
se esterilizó, separadamente, por filtración. En algunos casos se eliminó la rafinosa.

La composición de la mezcla de aminoácidos concentrada utilizada en la
preparación de los medios SD y SG es:

147 mg/ml de adenina, uracilo, L-triptófano, L-histidina, L-arginina y L-metionina;
221 mg/ml de L-tirosina, L-leuclna, L-isoleucina y L-lisina; 368 mg/ml de L-fenilalanina; y
736mg/ml de L-glutámico, L-aspártico, L-valina, L-treonina y L-serina.

Esta mezcla de aminoácidos puede variar según el experimento, así, en cada caso
estaban ausentes de ella los aminoacidos utilizados en la selección de plásmidos o DNAs
transformantes y se duplicaba la concentración de aminoácidos para los cuales eran
auxótrofas las cepas que se iban a utilizar.

Las cepas de 5. cerevis¡ae se incubaron, normalmente, a 240C. Se utilizaba la
temperatura de 370C cuando se quería 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 5. cero v¡s¡ae, como el YED y el SD, además de otros los que se
describen a continuación:

-SD + mezcla de aa+ 5 1 M: en las transformaciones de C.albicans mediante
protoplastos los transformantes se sembraron en el medio de selección adecuado
(normalmente SD + mezcla de aa carente de uracilo) y con Sorbitol 1 M como estabilizante
osmótico.

-Medio de Lee: 0,2 gIl de sulfato magnésico, 2,5 gIl de fosfato dipotásico, 5 gIl de
cloruro sódico, 5 gIl de sulfato amónico, 0,5 gIl de L-alanina, 1,3 gIl de L-leucina, 1 gIl de
L-lisina, 0,1 gIl de L-metionina, 0,07 gIl de L-omitina, 0,5 gIl de L-fenilalanina, 0,5 gIl de L-
prolina y 0,5 gIl de L-treonina. Después de disolver estos componentes se comprueba que
el pH sea cercano a 7, se autoclava y se le añade 25ml11 de una solución esteril de
glucosa al 50% y lmlIl de una solución esteril de biotina al 0,1% (Lee eta)?, 1975).

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

C.albicans se incubó a 300C en la mayoría de las ocasiones y a 370C y a 420C
cuando se buscaban mutantes termosensibles.

2.3. E. coiL

Las cepas de E. cali que se incubaron rutinariamente a 37 ~C se crecieron en los
siguientes medios suplementados con Ampicilina (lOOmgIml) cuando era necesaria para la
selección de plásmidos.

61



MATERIALES Y MÉTODOS

-LB (Luria-Bertani): 10 gIl de triptona, 5 gIl de extracto de levadura, y 5 gIl de cloruro
sódico.

-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 añaden en esterilidad
100 ml de una solución de fosfato monopotásico 0,17 M y fosfato dipotásico 0,72 M
autoclavada por separado y fría.

3. ENSAYOS DE DE FILAMENTACION.

Se inoculó un número de células entre s,io~ y 1.106 células/mí, en 0,5 ml de medio
inductor de la filamentación. Los cultivos se incubaron a 370C y la morfología celular se
observó 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 inducción de filamentación en medio sólido se realizó en Medio SD+10% de
suero de ternera fetal. Tras sembrar 300 células por placa, estas se incubaron a 3700
hasta que el tamaño de las colonias era el adecuado para la observación de su
morfología.

4. DETERMINACIONES ENZIMATICAS.

4A. Determinación de fosfatasa alcalina en medio sólido.

La medida de la liberación de la enzima intracelular fosfatasa alcalina al medio de
cultivo se utilizó para la determinación de la lisis celular Para su detección, se adiccionó
BCIP (bromo-cloro-indolil-fosfato, Sigma) al medio de cultivo sólido. Este reactivo se
añadía al medio esteril y atemperado a 550C en la cantidad necesaria para que quedara a
una concentración de final de 40 mgIl. Después del crecimiento de las cepas en estas
placas se detectaba una coloración azul en aquellas cepas cuyas células habían lisado y
habían permitido la liberación al medio de la enzima que había hidrolizado el sustrato.

42. Determinación de actividad exoglucanasa en medio sólido.

Se detectó la secreción de esta enzima al medio de crecimiento. Las estimes de
C. albicans a ensayar se crecieron en placas de YED a 3000 durante dos días. Para la
detección del enzima se les añadió una sobrecapa compuesta por: 50% de agarosa al 2% en
tampón acetato potásico 5OmM (pH 5,3) y 50% de solución de MUG (4-metil umbeliferil l~-D-
glucopiranósido) al 0,06 % disuelto en el mismo tampón. Una vez polimerizada la sobrecapa
se incuban las placas a 3000, durante 30 mm y posteriormente se irradian con luz ultavioleta,
que permitirá la visualización de fluorescencia blanca alrededor de las colonias productoras de
exoglucanasa (Cid et al., 1994). El halo de luz emitido es directamente proporcional a la
cantidad de enzima producida por la cepa.
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4.3. Determinación de fosfatasa ácida en medio sólido.

Para detectar, en cepas de C. albicans, la secreción de fosfatasa ácida al medio de
crecimiento, se utilizó el método descrito por Meyhack y col. (Meyhack et a)?, 1982),
modificando el medio de cultivo. Como medio bajo en fosfatos se utilizó medio de Lee
carente de fosfato dipotásico y con fosfato monopotásico en la concentración adecuada
(lOmg/l o 3Omg/l). Las cepas se sembraron tanto en dicho medio como en YED (como
control). Tras varios días de incubación se añadió una sobrecapa de agar de tinción. Este
se prepara disolviendo agar (Difco) al 1% en tampón cítrico-citrato a pH=6, en el cual una
vez atemperado a 450C o 500C se añade 2mgIml Fast Garnet GBC en forma de sal de
sulfato (Sigma) y 0,2 mg/ml de a-naftil-fosfato (Sigma). Al añadirse esta sobrecapa de
agar sobre las cepas, estas se colorean desde amarillo hasta marrón oscuro en función
de la actividad fosfatasa que se libere al medio.

5. TÉCNICAS DE MANIPULACIÓN DE DNA Y PROTEiNAS

Los métodos de manipulación de DNA que se han utilizado en el presente trabajo
son los convencionales y se realizaron según se describen en los manuales clásicos de
Biología Molecular (Ausubel et aL, 1993; Sambrook of a)?, 1989). Se siguieron estos
protocolos para:

- Extración de DNA de E. coli y su posterior purificación.
- Análisis de restricción del DNA y ligaciones: las enzimas de restricción procedían
de Boehringer-Mannheim, así como las enzimas DNA ligasa, DNA fosfatasa y
Klenow.
- Preparación de geles de agarosa tanto analíticos como preparativos: la
concentración de agarosa varió de 0,8% hasta 2% según los tamaños de la bandas
que se analizaron. Los patrones de pesos moleculares también proceden de
Boehringer-Mannheim.

Para la elución de DNA a partir de los geles de agarosa se utilizó el sistema
comercial “Geneclean kit” (BiolOl).

5.1. Plásmidos.

Los plásmidos utilizados para la realización de este trabajo se describen en la tabla
VI y los obtenidos o construidos durante la misma están descritos en la tabla VII.
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Tabla VI. Plásmidos utilizados en este trabajo.

Nombre Huesped Características Fuente o ref.
pUC19 Be Resistencia a ampicilina. (Ausubel of a)?, 1993)
SK
Bluescrip

Bc Resistencia a ampicilina. Stratagene

pYEUra3 Bc/Sc Centromérico. Vector de expresión.
Marcador URAl Promotor
GALí/GALí 0.

Clontech

YEp352 Be/Se Episómico. Marcador URAS. (Hill of a)?, 1986)
pYES2 Be/Sc Episómico. Marcador URA3. Vector

de expresión. Promotor GALí.
lnvitrogen Corporation

pJPDM19 Be/Ca ARS de C. alb¡cans. Marcador
CaURA3.

J.Pla/R.M. Pérez

pAN3 Be/Ca Dos ARS de C. albicans.
Marcadores: CaARG5,6, CaLEU2 y
CaURAS.

(Negredo eta)?, 1997)

pAN8 EciCa Dos ARS de C. albicans. Marcador
CaARG5, 6.

A.l. Negredo.
Las siglas que indican los huéspedes corresponden a: Be: B. cali, Sc:

5. cerovisiae, Ca: C. albicans.

Tabla VII. Plásmidos obtenidos durante la realización de este trabaj

...Nom bre Vector Descripción
pLM1 YEp352 Proviene de la genoteca genómica de C.albicans 1001.

Aislado en el rastreo con dicha genoteca. Inserto de 8 kb que
incluye CaSBC14 y zonas adyacentes del genoma (figura 12).

pLM13 YEp352 Aislado en el rastreo con la genoteca de C.alb¡eans 1001.
pLM1S YEp352 Aislado en el rastreo con la genoteca de C.alb¡cans 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.alb¡eans 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.
pLMla YEp352 Inserto: fragmento Hindlll-BamHl de 4 kb de pLM1 (figura 12).
pLMlb 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

(figural2). Clonado en la diana Spel de pYEUra3. CaSBCI4
no queda bajo el control del promotor GALí, sino que se
encuentra regulado por su propio promotor.

pLY1 YEp352 Inserto: fragmento BeoRí-BeoRí de 2.1 kb que incluye el ORF
de CaSBC 14, excepto los 13 aa de extremo C-terminal y la
zona 5’ del genoma de C. albicans (figural2).

LUí pUC19 Inserto: igual que pLY1.
pLU2 pUC19 Plásmido similar a pLUl pero con el inserto en orientación

opuesta.
pLUIN

continúa

pUC19 Inserto: fragmento Avalll-BamHl de 0.5 kb del interior
CaSBC 14.
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pSLK2 SK
Bluescript

5K Bluescript al que se ha eliminado la diana BamHl
rellenandolo con el enzima Klenow y religando. Sin inserto.

pSLK3B pSLK2 Inserto: fragmento Spel-Spel de 3.4 kb de pLM1 que incluye
CaSBCI4 donado en la diana Spel de pSLK2.

pLlS4 pSLK2 Derivado de pSLK3E en el que se ha sustituido el fragmento
Avalll-BamHl de 0.5 kb del interior de CaSECI4 por el
fragmento BamHl-Bglll que incluye la construcción hisG
CaURA3-hisG. La diana Avallí de CaSBC14 se pierde
mientras que BamHl se regenera.

pSLK5B pSLK2 Derivado de pSLK3B. En BeoRV se subclonó un fragmento
Sael-Xbal (de pJPDM19) relleno con Klenow, que contiene el
gen CaURA3. CaSBCI4 y CaURA3 en la misma orientación.

pSLK6 pSLK2 Derivado de pSLK5B al que se le ha eliminado la diana H¡ndlll
del sitio de donación múltiple.

pLU2M1 pUCI9 Obtenido en la mutagénesis dirigida. Similar a pLU2 pero
CaSBCI4 se ha sustituido por Caseel4-1 (figura 26).

pLU2M7 pUC19 Obtenido en la mutagénesis dirigida. Similar a pLU2 pero
CaSBCI4 se ha sustituido por Caseel4-7 (figura 26).

pSLK7M1 pSLK2 Derivado de pSLK6. El fragmento Styl-BamHl del CaSECI4 se
ha sustituido por el fragmento equivalente de Casecl4-1
obtenido de pLU2M1 (figura26).

pSLK7M7 pSLK2 Derivado de pSLK6. El fragmento Styl-BamHl del CaSBC14 se
ha sustituido por el fragmento equivalente de Caseel4-7
obtenido de pLU2M7 (figura26).

YEMI YEp352 Subclonación del fragmento Spel-Spel de pSLK7M1 que
contiene Caseel4-1 en Xbal de YEp352 (figura26).

YEM7 YEp352 Subclonación del fragmento Spol-Spel de pSLK7M7 que
contiene Casecl4-7 en Xbal de YEp352 (figura26).

pSECAR pUC19 Ligación del fragmento Sael-CIal de 7 kb de pAN8 (contiene
CaARG5,6, pUC19 y una secuencia ARS) con el fragmento
Sael-CIal de 4,85 k de pslk6 (contiene CaSBCI4 y CaURA3).

pYPla pYES2 Inserto: ORF de la proteína humana PITPa bajo el control del
promotor GAL1 (figura 32).

pYPIp pYES2 Inserto: ORF de la proteína humana PITP13 bajo el control del
promotor GALI (figura 32).

52. Genotecas.

Para la la complementación del mutante termosensible CTY1-1A y donación del
gen CaSBCI4 se utilizó una genoteca genómica de C. alb¡cans 1001. Esta se contruyó en
este Departamento (Navarro-García ef a)?, 1995) y está formada por fragmentos de entre
6 y 9 kb, procedentes de la restricción parcial del genoma de la mencionada estirpe con la
enzima Sau3A, subclonados en la diana BamHl de YEp352.

El molde utilizado en la amplificación de las PITPs humanas
cDNA de células Hela donada por el laboratorio del Dr. Guarante.

era una genoteca de
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53. Transformación de DNA.

La transformación rutinaria de plásmidos y ligaciones en B.col¡ se realizó por el
método de Hanahan (Hanahan, 1983), a excepción de los plásmidos extraidos de
5. cerovísiae que se amplificaron por electroporación <Dower et aL, 1988). Esta
electroporación se realizó con un aparato BTX 600 siguiendo las instrucciones del
fabricante (condiciones: R=129 O, V=2400 V).

La electroporación fue utilizada también para transformar el mutante CTY1-1A de
S.eerevisiae con la genoteca genómica de C. albicans, con unas condiciones de R=186 O
y V=1400 V y siguiendo el método descrito en distintas referencias (Becker y Guarente,
1992; Becker y Guarente, 1991; Navarro-García eta)?, 1995). En el resto de las ocasiones
en que se transformó 5. cerev¡siae se utilizó el método de bicina (Dohmen eta)?, 1991) o
el de acetato de litio (Ito of aL, 1983).

Para las transformaciones de C. albieans se utilizó el método de protoplastos (Kunz
eta)?, 1986).

54. Secuenciación de DNA y análisis de las secuencias.

Tabla VIII. Oligonucleátidos utilizados en secuenciación y POR.

Nombre Secuencia.. Ruare
M13UP* CGACGTTGTAAAACGACGGCCAGT No
M13RP* CAGGAACAGCTATGAC No
Lucí TCACAAGCTACAAACATATCAATAGCTT Si
Luc2pro GGGATGGGATGAGAATGGCAAAA Si
Luc3end GATGTTTCTGATGACGATTTATT Si
Luc4 TCACCGCTCCAACCGATCAAACA Si
Luc5 ATGGAGAGATTTTGGTCTTA Si
Isecí GTCTAAGTAGTTGAACATTGATA No
Ohglt GTTTTCCGCCATCGCAATCAGGC No
Oura3crt GTGTTACGAATCAATGGCAGTACAGC No
amplisec ACCTTCTGGACCAATCAATTCTG No
oli3 rTGTCTGGTAAATTTTGAGGTGGG No
olimutlg ATTTGGTGATATGTCAGAT No
11 l9ts GACATATCACCAATTAAATTT No
PPlinic CCCGGATCCATGGTGCTGATCAAGGA No
PPI1 fin CGCGAATTCTTAGTCATCTGCTGTCAT No
PPl2fin CGCGAATTCTAGACATGAGCAGCCGA No

tM13UP (universal primer de M13) y M13RP (reversal primer de M13). Estos
ologonucleótidos hibridan cada uno a uno de los lados del sitio de donación múltiple de
pUC19. t Los oligonucleótidos así señalados fueron cedidos por M. L. Hernáez.

Para la secuenciación del locus CaSBCI4 se siguieron estrategias complementarias.
Una de las cadenas de DNA se sometió al proceso de deleciones seriadas (utilizando el
sistema “Double-stranded Nested delection kit’ de Pharmacia Biotech). Estas se realizaron
sobre el plásmido pLUl utilizando como extremo sensible el generado por el corte con
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Smal y como protegido el generado por el corte con la enzima Psfl (estas enzimas cortan
en el sitio de donación multiple de pUC19, una a cada lado del inserto de pLU 1). Los
plásmidos obtenidos fueron secuenciados a partir del oligonucleótido M13RP (tabla VIII).
Para la secuenciación de la otra hebra, pLMlb, pLMla y pLUIN se secuenciaron a partir
de M13RP y/o M13UP. Además, se diseñaron los oligonucleótidos fluoresceinados Lucí,
Luc2pro, Luc3end y Luc4 (tabla VIII). El DNA plasmidico de cada uno de los clones
obtenidos para la secuencia se purificó con el sistema de columnas “Quiagen”. La
secuencia se realizó en la Unidad de Secuenciación Automatizada de DNA de la U.C.M.,
así como la síntesis de los oligonucleótidos (tanto los diseñados y utilizados para
secuenciación como para PCR). Los resultados de la secuenciación fueron procesados
mediante el programa informático PCGENE y las homólogias compartidas con resto de las
secuencias de DNA y proteínas depositadas en las bases de datos se obtuvieron gracias
al acceso a los programas FASTA, BLITZ y BLAST mediante Internet.

El diseño de los oligonucleótidos para que cumplieran las condiciones requeridas,
tanto para la secuenciación, como para las amplificaciones por PCR, se realizó mediante
el programas informático OLIGO 4.0 (Maclhtosh).

5.5. Reacción en cadena de la polimerasa o PCR.

Los protocolos básicos utilizados en las amplificaciones por POR pueden
encontrase tanto el los manuales de Biología Molecular (Ausubel et a)?, 1993), como en
libros más específicos (Erlich, 1989; Innis of aL, 1990).

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

Las condiciones de cada POR se adaptaron a las necesidades de cada experimento
y se describen en los pies de las figuras que muestran dichos experimentos. La
temperatura de hibridación de los oligonucleótidos en cada amplificación fue calculada
mediante el programa OLIGO 4.0 y adaptada empiricamente.

El volumen total de la reacción fue de 100 ¡M cuando se trataba de una POR
preparativa y de 10 iil en las PCRs analíticas, en las que solo interesaba la aparición o no
de una determinada banda.

5.6. Extración de DNA de levaduras.

Para extracción de DNA plasmidico de 5. cerovisiao se utilizó el método descrito por
Lorincz que utiliza bolitas de vidrio para la rotura mecánica de las células (Lorincz, 1984).
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5.7. Hibridación DNA-DNA.

Para la realización de la técnica de Southern blot o hibridación DNA-DNA se utilizó el
método clasico (Ausubel et a)?, 1993). La separación del DNA se realizó en geles de
agarosa al 0,8% (excepto en la localización cromosómica de CaSBC 14, 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
detectión se utilizó el sistema de Boehringer-Mannheim de marcaje con digoxigenina: “Dig
DNA labeling and detection kit”. El método de detección utilizado fue colorimétrico en
todos los casos excepto en el experimento de la localización cromosómica (ver punto
siguiente). Las enzimas de restricción utilizadas para digerir el DNA genómico, así como la
sonda utilizada en cada experimento de Southern se indican en las figuras
correspondientes en el apartado de resultados. Todos los experimentos de hibridación
DNA-DNA se realizaron en condiciones de elevada especificidad con una temperatura de
hibridación de 68 0C.

5.8. Electroforesis de campo pulsante y localización cromosómica.

La preparación de las muestras para este tipo de electroforesis ya ha sido descrita
(Gerring of a)?, 1991). La separación de los cromosomas de C. albieans se realizó
mediante CHEF utilizando un aparato “Gene Navigator Pulsed Field System’ de
Pharmacia con el electrodo hexagonal para adaptarlo al sistema CHEF. Las condiciones
de separación 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 localización cromosómica del gen CaSBCI4 los cromosomas separados
mediante electroforesis de campo pulsante se transfieren e hibridan con una sonda, al
igual que en cualquier otra hibridación DNA-DNA. En nuestro caso, el Dr. F. Navarro nos
cedió una membrana a la cual ya se habían transferido los cromosomas de las cepas
1001, 1006 y WO-1 de C. altñeans. Esta se hibridó con una sonda formada por un
fragmento BeoRí-BeoRí de 2.1 kb que incluye casi todo el ORF de CaSBC14 y que
coincide con el inserto de pLY1. La deteccion se realizó en este caso por
quimioluminescencia (con los reactivos del “Dig DNA labeling and detection kit” de
Boehringer-Mannheim) por ser este sistema más sensible que la colorimetría. La técnica
de separación de cromosomas y los mapas cromosomicos de distintas cepas de
C. albieans que ayudan a la interpretación de los resultados han sido descritos
anteriormente (Chu eta)?, 1993; Magee eta)?, 1988; Navarro-García ef a)?, 1995a).

5.9. Wenstern blot.

Para la obtención de los extractos celulares de las cepas de C. albicans y
5. cerov¡siae se utilizó el método descrito en “Current protocols in molecular biology’ que
utiliza bolas de vidrio para la rotura de las células (Ausubel eta)?, 1993).

La técnica de Wenstern blot, o hibridación proteínas-anticuerpos, se realizó como
se describe en ‘Molecular cloning: a laboratory manual” (Sambrook of a)?, 1989) Para la
electroforesis se utilizó el sistema vertical Protean II de Bio-Rad y se utilizó un gel de
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poliacrilamida al 10%. Se utilizaron 400 ~tgde cada uno de los extractos, medidos con un
espectrofotómetro a 280 nm. La transferencia se realizó con la cubeta “Trans-Blot Celí” de
Bio-Rad que utiliza un sistema húmedo y la proteínas se tranfirieron a una membrana de
nitrocelulosa (“Hybond’ ECL). La deteción se realizó por el sistema quimioluminiscente
ECL detection (Amersham. Life Science) que utiliza segundos anticuerpos conjugados
con peroxidasa.

Los anticuerpos utilizados para la hibridación con Secl4p (de C. albicans y
5. eorevis¡ae) fueron anticuemos policlonales anti-Secl4p de 5. cerevisiae cedidos por el
laboratorio del Dr. V. Bankaitis.

5.10. Mutagénesis dirigida.

Se utilizó el método de introducción de mutaciones puntuales mediante PCR que se
describe en “Current Protocols in Molecular Biology” (Ausubel ef a)?, 1993). Se diseñaron 2
oligonucleótidos: ~ OLIMUT19: introduce la misma mutación que en SBCI4 de
5. cera visiae le produce, a esta levadura, un fenotipo termosensible (tabla VIII y figuras 24
y 26) y amplifica una banda de l5lpb con MI3RP utilizando para ello como molde pLU2; y
~ 0L13: (tabla VIII y figuras 24 y 26) que amplifica una banda de 2,lkb con el MI3UP
sobre el mismo plásmido. Las bandas resultantes de la amplificación se trataron con
Klenow, para eliminar las adeninas libres del inicio de los productos de PCR, dejando así
extremos romos y se cortaron con Hindlll y BeoRí, respectivamente, para su posterior
subclonación simultánea en pUCI9 cortado con las mismas enzimas (figura 26). Con esta
estrategia se trataba de conseguir un plásmido idéntico a pLU2 excepto por la mutación
puntual que habríamos introducido de forma dirigida.

5.11. Análisis de fragmentos pequeños de DNA en geles de
poliacrilamida.

Los geles de poliacrilamida para analizar fragmentos pequeños de DNA se
realizaron según un protocolo descrito anteriormente (Sambrook et a)?, 1989). El
porcentaje de acrilamida utilizó en los geles de estos experimentos fue del 13,5 %. Una
cantidad 10 veces mayor a la utilizada normalmente en los análisis de restricción de cada
uno de los plásmidos se digirió con las enzimas de restricción Styl y BamHl y se trató,
simultaneamente, con RNAasa. El gel corrió a 44 y durante toda la noche y se tiñó con
bromuro de etidio para su observación.

6. INTERRUPCIÓN DE GENES DE C. alb¡cans.

Para la interrupción del gen CaSBCI4 de C. albicans se utilizó el sistema descrito
por los Drs. Fonzi e lrwin (Fonzi y lrwin, 1993). Se modificó ligeramente el proceso seguido
para forzar la expulsión del marcador CaURA3 y seleccionar, posteriormente, las cepas
con fenotipo Ura-. Una de las modificaciones es la incubación de la cepa, en la que se
fuerza la expulsión, durante 48 h previas al la siembra en medio con 5-EOA, en YED
líquido suplementado con uridina. También se varió la concentración de 5-FQA (se usó a
0,5 mg/mI) y de uridina (se utilizó a 25~xgIml) en el medio de selección de los clones Ura-.
Este medio fue SD+mezcla de aminoácidos sin uracilo+5-FOA+uridina.

69



MATERIALES Y MÉTODOS

Los distintos pasos seguidos a lo largo de todo el proceso de interrupción se
comentan en los resultados.

7. EXPERIMENTOS DE INTERCAMBIO DE PLÁSMIDOS.

5. cerevisiae CTY588 que se transformó con distintos plásmidos con el gen URAS
como marcador y se forzó la expulsión del plásmido pCTYI 1, con marcador LBU2, que
porta esta cepa.

Para forzar la expulsión de pCTY1 1 un transformante Ura+, con ambos plásmidos,
se creció en el medio líquido adecuado con doble cantidad de leucina y carente de uracilo
(también se añadió al medio triple cantidad de adenina). Se mantuvo el crecimiento en
fase exponencial durante 5 días, para lo que se realizaron diluciones diarias del cultivo
(5Qil de cultivo en 75m1 de medio nuevo). Posteriormente, se sembraron
aproximadamente 1800 células, en 3 placas del mismo medio en el que estaba creciendo,
y, trás incubadas el tiempo necesario para que las colonias alcanzaran el tamaño
adecuado, se replicaron en medio carente de leucina. Se seleccionaron aquellas colonias
con fenotipo Leu-.

8. SEGREGACIÓN MEIÓTICA.

Se realizó en cepas obtenidas de la transformación del diploide de 5. cerev¡s¡ae
CTYD2. La segregación de caracteres trás la esporulación de estas estimes se llevó a
cabo mediante micromanipulación. El micromanipulador utilizado es un modelo Leitz
acoplado a un microscopio Wild Heerbrugg. La esporulación se realizó creciendo las
estirpesen medio de preesporula&ión (MPE) durante 24 h y la posterior incubación de
éstas en medio de esporulación (ME) durante 14 días a 24 0C. La recuperación de las
esporas se llevaba a cabo sobre láminas finas de agar YEPD fabricadas
sobrecubreobjetos de 2436 cm.
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1. CLONACIÓN DE GENES DE C. albicans QUE COMPLEMENTAN
LA MUTACIÓN seclt DE S. cerevisiae.

Una de las estrategias más utilizadas para donar genes de C. albicans es la
complementación de mutantes de 5. cerevis¡ae con defectos en el gen de interés (Pía et
a)?, 1996). Con el objeto de comprobar si existía en el genoma de C. albicans de gen
homólogo funcional al gen SBCI4 de 5. cerevisiae y, en su caso, clonarlo, se trató de
complementar el fenotipo termosensible del mutante de secreción de 5. core visiae CTY1-
lA (secl4tS) con una genoteca genómica de una cepa silvestre de C. alb¡cans (C. albicans
1001) en el plásmido multicopia YEp352. Era de esperar que si realmente existía el
homólogo a SBC14, a pesar de ser un gen heterólogo, en un plásmido multicopia pudiera
complementar el defecto de crecimiento de la cepa CTY1-1A a 3700.

1.1. Estudio de las caracteristicas fenotípicas del mutante CTYI-IA
de S. cerevisiae.

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

Se estudió su fenotipo termosensible midiendo la capacidad de crecimiento tanto
a 24 0C como a 37 OC. Para ello, el mismo número de células se sembró en distintas
placas de YED que fueron incubadas a ambas temperaturas. Aproximadamente, un 10 %
de las células presentaba cierto crecimiento a 37 OC, llegando a formar colonias que
siempre eran de un tamaño menor que el de las colonias crecidas a 24 OC. La observación
de que un porcentaje de células tan elevado podía presentar cierto crecimiento a la
temperatura restrictiva llevó a decidir que las condiciones de selección de los
transformantes del posterior rastreo con la genoteca deberían ser muy restictivas, por lo
que dicha selección se realizaría directamente a 37 0C. También se buscaron posibles
criterios complementarios para discernir entre los transformantes reales y los posibles
falsos positivos. Estos criterios fueron:

-Lisis celular a 37 0C. Se analizó mediante la valoración de la enzima intracelular
fosfatasa alcalina en medio sólido. Las colonias del mutante sembradas en SD+BCIP e
incubadas a 37 ~C en caso de que consiguieran crecer, a los 4 días presentaban una
coloración azul producida al hidrolizarse el BCIP por la fosfatasa intracelular. A diferencia
de las anteriores, las colonias de una cepa silvestre de 5. cerevisiae (TD28) crecidas en
las mismas condiciones presentaban una coloración totalmente blanca. Esto indica que,
aunque cierta proporción de las células del mutante CTY1-1A puede comenzar a crecer a
37 O~ después de varias generaciones estas células se lisan. Mediante este ensayo sería
posible distinguir entre colonias del mutante termosensible y aquellas en las que dicha
mutación se encuentre complementada.
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-Bloqueo en la secreción de proteínas a 37 CC Utilizamos como criterio la diferencia
en la secreción de exoglucanasa (medida en YED sólido con sobrecapa de MUG) entre el
mutante y la cepa silvestre TD28, a dicha temperatura. Aunque el método de detección no
permite cuantificar, se observó una reducción de la señal producida por el mutante con
respecto a la producida por la cepa parental, lo que también permitiría discernir claramente
entre las colonias mutantes y aquellas con el fenotipo complementado por algún gen de la
genoteca.

1.2. Condiciones de electroporación.

Como método de transformación para rastrear el mutante seclt con la genoteca de
C. albicans se eligió la electroporación. Con este método se obtienen frecuencias muy
elevadas de transformación y es relativamente sencillo consegir el número de transformantes
necesario para representar toda una genoteca.

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

-Resistencia de 186 fI. Descrita anteriormente para rastreos en 5. eerevisiae
(Navarro-García ef aL, 1995).
-Voltaje desde 500V hasta 1900 Va intervalos de 1000200V.

El número de transformantes obtenido con igual cantidad de DNA transformante
(una pequeña alícuota de la genoteca) fue aumentando desde 2 colonias (500 V) hasta
570 colonias cuando el pulso eléctrico aplicado fue de 1400 V, y volvió a disminuir al
continuar incrementando el voltaje aplicado. De esta manera, se comprobó que 1400 V
era el voltaje más adecuado y que en estas condiciones (186 0, 1400 V y 5 ms de
duración del pulso eléctrico) se obtenían aproximadamente ío5 transformantes por ¡.tg de
DNA.

1.3. Rastreo del mutante CTYI -lA con una genoteca de C. albícans.
Clonación de pLMI, pLMI3, pLMI5 y pLMI9.

La cepa CTY1-1A se transformó con la genoteca genómica de C. albicans 1001. Los
transformantes fueron incubados directamente en medio selectivo y a la temperatura restrictiva
de 37 0C (excepto pequeñas alícuotas de la transformación incubadas a 24 CC para poder
estimar el número de transformantes obtenidos). De esta forma, se seleccionaron, de entre las
423.000 colonias rastreadas, 38 dones que crecieron a 37 “0 entre el 3~ y 60 día de
incubación.

Los plásmidos de los 38 transformantes se extrajeron mediante bolas de vidrio y se
amplificaron en B. eoli mediante el método de Hanahan o electroporación. Siete plásmidos,
denominados pLM1, pLM13, pLM15, pLM19, pLM23, pLM25 y pLM27, fueron analizados
inicialmente. En primer lugar, mediante sus patrones de restricción, se comprobó que todos
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2.4. CaSECI4 en monocopia complementa la mutación secl4
termosensible de S. cerevísiae.

Para ratificar que el gen donado se trataba de CaSECI4 (como también se
comprobaría posteriormente mediante su secuenciación) y no de un posible gen supresor
en multicopia del fenotipo termosensible, se construyó el plásmido centromérico pCEN1.
Éste porta un fragmento que comprende todo el ORF del gen CaSBCI4 en el vector
centromérico pYEUra3 (tabla VII). La transformación del mutante termosensible de
5. cerevis¡ae permitió comprobar que la complementación con una sola copia del gen de
C. alb¡cans era igual que cuando se encontraba en un vector multicopia (pLM1), ya que
los dos tipos de transformantes crecieron a 370C a igual velocidad (ver figura 12). Este
dato y los obtenidos posteriormente con las homologías de las secuencias indican que
CaSBCI4 es el homólogo del gen SBCI4 de S.eerovis¡ae en la levadura patógena
C. albieans.

2.5. Secuenciación y análisis de la secuencia.

Con el objeto de conocer la secuencia nucleotídica del gen donado, se realizaron
deleciones seriadas en la hebra codificante del plásmido pLUI (ver materiales y métodos,
punto 5.4). También se diseñaron oligonucleótidos fluoresceinados (Lucí, Luc2pro,
Luc3end y Luc4; tabla VIII) para la secuenciación de aquellas zonas de ambas hebras del
DNA que no se podían secuenciar con las construcciones obtenidas hasta el momento
(pLMla, pLMlb, pLUI y deleciones seriadas). De esta forma, se pudo determinar la
secuencia de un fragmento de 1330 pb (figura 15) que contiene el gen CaSBCI4. Dicha
secuencia ha sido depositada en la base de datos de secuencias de nudeótidos del EMEL
(“The EMBL Nudeotide Sequence Database” ) donde le ha sido asignado el número de
acceso X81937.

2ff 1. Características de la secuencia de nucleótidas

En dicha secuencia de nucleótidos se puede observar, además del marco abierto de
lectura del gen CaSBC14 formado por 903 pb, las señales propias de todos los genes de
levadura. Así, en la zona promotora, que es muy rica en timinas, se han señalado varias
posibles cajas TATA, además de una posible señal Cap con igual secuencia que la descrita
como secuencia consenso para el factor de elongación 3 (Myers eta)?, 1992). Hay que hacer
notar que en la secuencia de la zona 3 después del codón de parada, se observa una zona
muy característica compuesta solamente de citosinas y adeninas, con la repetición de la
secuencia de bases CA más de 20 veces. También se pudo localizar, desde la base 1369
hasta la base 1403 (no mostrado en la figura 15), una secuencia de terminación de la
transcripción, TAG...TAGT...TTA, igual a la descrita para el gen TMPI de C. albieans (Singer et
aL, 1989) y que corresponde con la secuencia consenso propuesta por Zaret y Sherman (Zaret
y Sherman, 1982).

A diferencia del gen SBCI4 de 5. eorevis¡ae, en CaSBC14 no se observan señales de
procesamiento de intrones, indicando que el gen de C. albicans carece de ellos.
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TATCTTAGTTAATCTTTTTTCTATTATCTACTACTAC3~CATATTTGAGTTTTC~J~TC60

TTTTTAGTTTGTTGTTTTCTTTTTTTTTTTGCCTTGTTCTTTTCACACA~CACAGTAGA120
CACACCCACACAGTTTCAACTTTCATTGCTTTTTTTTCTTTGCTTTCTGTTTTTTTTTTT180
TTTCAATATCCTCTCTTTTTTTCCCTTTCTTCTTTATAAA~CTTGTTTATTCCTGTTGTA240

TTTTCAAAATTGATTTATATATCATCTTTTATTTGGATACACAATTTTGATP.ATATATAG300
~ 360

MT T MT

~ 420
TE EliAs y p Ql TAP T D Q T G Y

ACATCAAATTTAACACCTGAACAAJ~AAACCACTTTAGATATATT CAGACAACAATTAACT 480
T SN L TE E Q K T T L DI FR QQ IT

GAATTGGGTTATAAAGACAGATTAGATGATGCATCACTTTTAAGATTTCTTAGAGCPAGA 540
El G Y R DR L D DAS L L R E L RA R

AAATTTGATATTCAAGCTATTGATATGTTTGTAGCTTGTGA1~3\TGGAGAG7XAGAT 600
RE DI Q KA 1DM EVA CE KW RED

TTTGGTGTTAATACCATTTTAAAAGATTTCCATTATGAAGAAAAACCCATTGTTCCTJ~A660
F GV NT 1 L 1= DF Ti YE ERE IVA K

ATCTATCCAACTTATTATCATAAAACTGATMAGATGGTCGTCCAGTTTATTTT~7\3\~p~720
NY E T Y Y H K T DR DG RE V Y FE E

TTGGGTAAAGTTGATTTACTGAXLLATGTTGAI\I\.ATCACTACTCAAGAACGTATGCTTA.AA 780
LCR V DLV KM 1 Kl T T QE R ML K

~ 840
NL y w E Y E A MC Q Y R LP A C SR R

GCTGGTTATTTAGTGCAAACTTCTTGTACTGTGTTAGATTTACTGGGTATTAGTGTGACT 900
A G Y LV E T SC TV IDI. 5 GIS V T

TCAGCTTATAATGTCATTGGTTATGTTAGAGPAGCTTCNXJ~J~3kTTGGTCAAGATTATTAT 960
SA Y N VI G Y VR E A SRI G Q D Y Y

CCACAAAGAATCGGTAAATTTTATTTGATTAATGCTCCATTTGGGTTTTCTACTGCATTT 1020
P E R MG K F Y LINA EF GES T A E

AAATTATTTAAACCATTTTTGGATCCAGTGACTGTTTCTAAAATTCATATTTTAGGTTAT 1080
KL FR E EL DPV TV SRI Hl L G Y

AGTTATAAAAAAGAATTATTGAACAAATCCCACCTCJ~3~1~ATTTACCAGTCP.P3XTTTGGT 1140
5 Y K R EL IR Ql PP QN LEV RE G

GGTATGTCAGATGTTTCTGATGACGATTTATTATTAA~AGATGTTGGTCCTTGGAGAGAT1200
G MS DV 5 D D DL L L R DV GP W R D

4,
~ 1260

E E FI GE E GE CERA Y NI -

CGTACACACACACAAACATACATACACCJ\.ACACACACACACACACACCACGCACACCACA1320
CACAAGCACC 1330

78



RESULTADOS

CaSec14p MTTMTTEEILASYPQITAPTDQTGYTSNLTEEQKTTLDIFRQQLTELGYK 50
ScSecl4p MVTQQEKEFLESYPQNCPPDATJPGTPGNJJDSAQERATAELRKLTJEDAGEI50
CgSecl4p MVS——EAEFLASYPQKCPAGSLPGTPGNTDEAQEGALKQLRSELEAAGEK48
KlSecl4p MVSEQE-—ITJESYPQVCPSGSLSGTPGNLDSEQEAKLREERELLESLGTR48
YKJ1p b4TT----SILDTYEQICSENALPGTPGNLTKEQEEALLQERSILLEKNYK 46
SpSecl4p M----SETISDPYELTNPNAPL-GHPGHLNSTQQATLDSMRLELQRLGYT 45

* ** * 4 * * *

CaSecl4p DRLDDASLLRFLRARREDIQRAIDMFVACERWREDFGVNTILRDFHYE-- 98
ScSecl4p ERLDDSTLLRELRARKFDVQLAREMFENCEKWRKDYGTDTILQDEHyD-- 98
CgSecl4p ERLDDSTLLRELRARKFDVALAREMFENCEKWRREYGTNTIMQDEHYD—-96
R1Secl4p ERLDDSTLLRFLRARRFDLEASKIMYENCEKWRKEFGVDTIFEDEHYE-- 96
YKJ1p ERLDDSTLLRFLRARKEDINASVEMEVETERWREEYGANTIIEDYENNKE 96
SpSecl4p ERLDDATTJLRFLRARRENLQQSLEMFIKCEKWRKEFGVDDLIKNFHYD-- 93

4*4* 4444*4*4*4 * * ** *

CaSecl4p —----EKPIVAKI4YETYYHKTDKDGREVYEEELGKVDLVKI4LRITTQERML 144
ScSecl4p ---—ERPLIAKFYEQYYHRTDKDGREVYFEELGAVNLHEMNKvTSEERML 144
CgSecl4p ----ERELVARYYEQYYHKTDKDGREVYFEELGAvNLTEMERITTQERML 142
RlSecl4p ----ENTLVAKYYEQYYHRTDNDGREVYIEELGSVNITQMYRITTQEPML 142
YKJ1p AEDRERIKLAKMYEQYYHHVDKDGRELYEEELGGINLRRMYKITTEKQML146
SpSecl4p —--—EREAVSKYYEQFYHKTDIDGREVYVEQLGNIDLKKLYQITTpEPt4M139

* 4 *4 *4 * 4*4* 4 4 44 * 4 *

CaSecl4p KNLVWEYEAI4CQYRLPACSRKAGYLVETSCTVLDLSGISVTSAYNVIGW194
ScSecl4p RNLVWEYESVVQYRLPACSRAAGHLVETSCTIMDLKGISISSAYSVMSYV194

CqSecl4p KNLVWEYESVVNYRLEACSRAAGYLVETSCTVMDLKGISISSAYSVLSW192
RlSecl4p KNJNWEYEAEVRYRLEACSRKAGYLVETSCTILDJJKGISISSAAQVLSW192
YRJ1p. RNLVKEYELEATYRVEACSRRAGYLIETSCTVLDIRGISLSNAYHVLSYI 196

SpSecl4p QNLVYEYEMLALRRFEACSRKAGGJJIETSCTIMDIJKGVGITSIHSVYSYI 189
44* 4*4 * *4444 44 4 44444 4* * 4 *

CaSecl4p REASKIGQDYYEEPMGRFYLINAEEGESTAEKLEREELDPVTVSRIHILG244
ScSecl4p REASYISQNYYEEPMGKEYIINAEEGFSTAERLERPFLDPVTVSRIFILG 244
CgSecl4p REASYISQNYYPERYGREYLINAEFGFSTAERLEKPELDPVTVSKIFILG 242
K1Secl4p RFASNIGQNYYPEPMGKEYLINAPEGESTAERLTKPELDPVTVSKIFILG242
YRJ1p RDVADISQNYYPERMGREYIIHSEFGFSTMEn4VKEELDEVTVSKIEILG 246
SpSecl4p RQASSISQDYYPEPMGRFYVINAEWGFSSAENLIRGFLDEATVKKIHILG239

4 4 *444*4*444 4 * 4*4 4 4 444 4* *4 444

CaSecl4p YSYKKELLKQIPPQNLPVREGGMSDVSD-—DDLLLKDVGEWRDEEEIGEE292
ScSecl4p SSYQKELLKQIPAENIPVKEGGKSEVDESRGGTJYLSDIGEWRDEKYIGPE294

CgSecl4p SSYQSELLKQIPAENLPSRFGGKSEVDEAAGGLYLSDIGEWRDAKYIGPE292

KlSecl4p SSYQKDLLRQIPMNLPRKEGGQSEVSFAEGGTJYLSDIGEWREEEYIGPE292

YKJ1p SSYKKELIJRQIPIENJJPVKYGGTSVLHNENDKEYYSDIGPWRDPRYIGPE296
SpSecl4p SNYKSALLEQIPADNLPARLGGNCQ---CPGGCELSDAGEWHEEQWN.N--284

* *4 44* 4*4 * *4 4 44*

CaSecl4p GECPRAYNI 301
ScSecl4p GEAEEAESM——---K 304
CqSecl4p GEAEEMESM————K 302
KlSecl4p GEAEKAEQTJ 301
YKJ1p GEIPNIFGRETVTS 310
SpSecl4p KJJ 286
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2.5.2. Características de la secuencia de aminoácidos

.

CaSEC14 codífica una proteina de 301 aminoácidos, con un peso molecular teórico de
34,7 kDa, que comparte un elevado grado de homología con todas las proteínas Secl4p de
otras levaduras descritas hasta la fecha (figuras 16 y 17). Así, comparte una identidad de
67,8 % con Secl4p de 5. cerevisiae, de 67,7 % con la proteína de K ladis, de 66,8 % con la
misma proteína de Candida glabrata y de 62,7 % con los 300 residuos del extremo amino-
terminal de Secl4p de Y lipolyt¡ea (esta proteína presenta, además de la zona homóloga al
resto de las proteínas Sec14p, 197 residuos en el extremo caboxi-terminal sin homología ni
función descritas (Lopez of a)?, 1994)). CaSecl4p también presenta una elevada homología
(59,8 %) con una proteína hipotética, YKJIp, codificada por el marco abierto de lectura
YKLO91c de 5. cerevisiae, cuya función no es conocida en la actualidad, y con Secl4p de
Sch¡zosaccharomyces pombo (54,9 %). La dos proteínas humanas más semejantes a
CaSecl4p son la proteína de transferencia de a-tocoferol y la de unión 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 homología a lo largo de toda la proteína.

Muy recientemente se ha secuenciado un gen humano, al que se ha denominado
SBCI4L porque comparte cierta homología con SECI4 de 5. cerev¡siae (Chinen ef aL, 1996).
La proteína codificada por este gen es mucho mayor (715 aa) que las proteínas Sed 4p de las
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distintas especies de levadura y el porcentaje de homología compartido con CaSECI4
(obtenido con el BLITZ) es muy bajo (6 %). Una zona de la proteína codificada por SEC14L
comparte una homología algo mayor tanto con Secl4p de 5. eorev¡siae (29,3 % en 256
aminoácidos) como con la proteína de unión a retinal de calamar (29,4 % en 269 aa) (Chinen
et aL, 1996). Esta ultima proteína une ligandos hidrofóbicos y su función es el transporte
intracelular de retinoide en células fotorreceptoras (Chinen ef a)?, 1996). Al comparar la zona
de 222 aa de Secl4Lp con mayor parecido a las proteínas Secl4p (desde el aa numero 247
al aa número 469) con las bases de datos, se han obtenido, entre otros, los siguientes
porcentajes de homología: 61,7 % con una hipotética proteína de Caonorhabditis elogans
(ORF YNO2), 24 % con la proteína de unión a retinal de calamar, 20,5 % con Secl4p de
S corev¡siao y 18,9% con Secl4p de C. albieans.

Con respecto al código genético utilizado en la traducción del CaSECI4 a proteína, hay
que destacar que el codón CTG que codifica el amimoácido 180 se traduciría por leucina,
según el código genético universal, pero que en C. albicans (Leuker y Ernst, 1994; White of a)?,
1995) y C. cyl¡ndracea (Kawaguchi eta)?, 1989; Yokogawa of a)?, 1992) se traduce por serna
(ver figura 15). Esto podría suponer un problema si se necesitara expresar esta proteína en
organismos heterólogos.

El perfil hidrofóbico de CaSecl4p no muestra secuencia señal de entrada en la ruta de
secreción, ni dominios transmembrana, lo que apunta a una localización posiblemente
citosólica como en el caso de la proteína de 5. cerevisiae en que se trata de una proteína
citosólica con una fracción asociada a membranas del aparato de Golgi (deyes eta)?, 1991).
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2.6. Dispensabilidad del extremo carboxiterminal.

El inserto EcoRl-EeoRl del plásmido pLY1 (que es el mismo inserto que el de
pLUI; tabla VII y figura 12) fue elegido para realizar sobre él las deleciones seriadas para
la secuenciación de CaSEC 14. Esto se debió a que pLY1 era el plásmido que portaba el
inserto de menor tamaño capaz de complementar el defecto de crecimiento a 37 0C de
5. eerovisiae CTYI-1A. Una vez secuenciado el gen, se pudo observar que el punto de
corte de la enzima de restricción BeoRí se encontraba dentro del ORF de CaSECI4 (ver
figuras 12 y 15). Esto implica que la proteína codificada por pLY1 carece de los 13
aminoácidos del extremo carboxiterminal de CaSecl4p y, aún así, en un plásmido
multicopia complementa el defecto de crecimiento del mutante termosensible. Estos datos
indican que el extremo carboxiterminal de la proteína es dispensable para su función, al
menos en las condiciones ensayadas.

2.7. CaSECI4 en multicopia puede sustituir a la función de SECI4
en S. cerevíslee.

Para obtener más información sobre la homología funcional existente entre las
proteínas codificadas por los genes SECI4 de C. albieans y 5. eorevisiae se comprobó si
CaSBCI4 era capaz de sustituir la función del gen homólogo en 5. cero vis¡ae.

Se realizó un experimento de intercambio de plásmidos en la estirpe de
5. cerevisiae CTY588 (MATa ade2 adoS ¡etC Ahis3 ura3-52 socl4Al::l-llS3/pCTY1 1). El
plásmido pCTY1 1, que porta dicha cepa, está formado por un vector episómico de
5. cerovi.s¡ae y los genes LEU2, ADE3y SBCI4 de esta misma especie.

5. eerevisiao CTY588 se transformó con pLM1 (tabla VII) para comprobar si podía
sustituir a pCTY1 1. Un transformante con fenotipo Ura+ y que, por tanto, llevaba ambos
plásmidos (SSCO1, tabla V), fue utilizado para forzar la expulsión del plásmido pCTY11
(ver materiales y métodos, punto 7). Se obtuvieron colonias Leu- de las cuales,
posteriormente, se extrajo el plásmido que portaban y se ratificó que se trataba de pLM1.
La estime obtenida, en la cual se había intercambiado pCTY11 por pLM1, se denominó
SSC1 1 (tabla y).

El hecho de que haya sido posible obtener la cepa SSC11 es una prueba
concluyente de que CaSECI4 en multicopia es capaz de sustituir la función del gen
52C14 de 5. cerevisiae, ya que la copia cromosómica de dicho gen se encuentra
delecionada en dicha cepa y su función es esencial para la viabilidad de la levadura.
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El mencionado método de interrupción consiste en el uso de una construcción genética 
formada por el marw abierto de lectura del gen de interés, en el que se han introducido dos 
copias del gen hisG de Salmonella typhimutium a ambos lados del marcador de selección 
(CaURA3) (figura 20). En una ptimera transformación de la cepa CA14 (Ura-) con dicha 
construcción de interrupción, un alelo del gen de interés es sustituido por ésta. De entre los 
transformantes se seleccionan aquellos en que la integración se haya producido en el lugar 
esperado. En uno de éstos se fuelza la expulsión del marcador CaURA mediante su 
.incubación en un medio carente de presión selectiva, es decir con uracilo, y en 5FOA 
(antimetabolito que sólo permite crecer a las estirpes Ura-), se seleccionan aquellos clones en 
los que haya producido dicha expulsión. Ésta puede producirse mediante dos tipos de 
rewmbinación diferentes: 

A) Recombinación intracromosómica: rewmbinación entre las dos copias del gen 
hisG situadas a ambos lados del marcador de interrupción. Se elimina una copia del gen hisG 
y el gen CaURA y queda uno de los alelos del gen interrumpido con hisG. 

B) Recombinación intercromosómica: rewmbinación de las zonas flanqueantes a 
hisG-CaURA3hisG con las zonas homólogas del alelo silvestre. Se recupera el genotipo 
parental. 

De las cepas Ura- obtenidas. se seleccionan aquellas en las se haya producido 
rewmbinación intracromosómica. Una de estas estirpes, se vuelve a transformar wn la misma 
construcción de interrupción 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 transformación se vuelva a producir la rewmbinación en el alelo previamente 
interrumpido. En los clones elegidos, se puede volver a forzar la expulsión del gen CaURA y 
recuperar, en 5FOA, el fenotipo Ura-. 

Para la intenupción del gen CaSEC se construyó el plásmido pLIS4 (tabla VII). En 
dicha construcción parte del ORF de CaSEC (fragmento Avalll-BamHI) fue reemplazada por 
la construcción hisG-CaURA3-hisG, manteniendose a ambos lados de ésta una zona 
homóloga al DNA genómico del locus CaSfC74 mayor a 1 kb. Esta zona es necesaria 
para permitir una buena recombinación homóloga con el DNA genómico de la cepa que se 
transforma. pLIS4 cortado con la enzima de restricción S’pel (para generar extremos 
homólogos al DNA genómico que permitieran la recombinación con éste en el lugar 
adecuado) fue el DNA utilizado para transformar la cepa CA14. 
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2.9.1. Interrupción de un alelo del gen. 

Calbicans CA14 se transformó integrativamente con la construcción que procedía de la 
digestión del plásmido pLIS4 con la enzima de restricción Spel (representada en la figura 20). 
De los transformantes URA+, ocho fueron analizados por PCR con los oligonucleótidos Isecl 
(secuencia homóloga al DNA genómiw cercano a donde se debería producir la integración y 
extetior a el) y Ohgl (situado en hisG) (figura 21 y tabla VIII). De estos clones, seis 
amplificaron una banda de 1,6 kb que no aparecía en la cepa CA14 y que era del tamario 
esperado si el proceso de integración se había producido en el sitio correcto. Por tanto, en 
estos transformantes un alelo de CaSEC se encontraba interrumpido wn hisG-CaURA3- 
hisG. De este resultado se puede wnduir que el proceso de deleción del primer alelo se ha 
producido con una frecuencia de un 75 %. De los clones delecionados, se eligió el número Il, 
al que se le denominó CNC20 (situación 2 en figura 20), para continuar el proceso de 
interrupción. 

Seguidamente, se forzó la expulsión del gen CaURA en la estirpe CNC20. Para esto, 
CNC20 fue incubado durante muchas generaciones en un medio tiw, con doble 
concentración de uratilo que permitiera rewmbinaciónes en las que se perdiera el gen 
CaURA y, postetiorrnente, las células se sembraron en placas de 5FOA donde se 
seleccionaron las colonias con fenotipo Ura-. De ellas, nos interesaban aquellas que habían 
sufrido una recombinación intracromosómica y, por consiguiente, un alelo de CaSEC se 
encontraba intenumpido por hi.sG. Se analizaron 10 clones por PCR. con los mismos 
oligonudeótidos que en el caso anterior y, de éstos, sólo uno, que se denominó CNC21, 
seguía amplificando la banda de 1,6 kb, mientras que en los otros se había producido una 
rewmbinación intercromosómica que regeneraraba el genotipo de CAl4. CNC21 (situación 3 
en la figura 20 y figura 21A) se utilizó como capa Ura- para continuar con el proceso de 
intenupción. 

Postetiormente, se ratificó mediante hibridación DNA-DNA que CNC20 y CNC21 
portaban un alelo de CaSEC interrumpido (figura 216). 

2.9.2. Transformación para la deleción del seaundo alelo de CaSEC14. 

Con el objeto de obtener un mutante de Calbicans homozigótiw en el locus CaSEC74, 
Calbicans CNC21 se trasformó integrativamente con pLIS4 cortado con Spel (el mismo DNA 
que el utilizado en la interrupción del primer alelo del gen). De los transformantes obtenidos, 
sesenta fueron analizados mediante hibridación DNA-DNA con la misma sonda que en los 
experimentos anteriores, Aunque el patrón de bandas varía 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 wn ambos alelos del gen 
interrumpidos. La imposibilidad de obtener este mutante sugiere que, al igual que en 
S. cerevisiae, CaSECl podría ser un gen esencial para el crecimiento de la levadura. Si este 
es el caso, CaSEC? cumpliría una de las características primordiales para su utilización como 
diana en el desarrollo de nuevos agentes antifúngiws. 
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-En el resto de los transformantes, la explicación de los patrones de bandas que 
aparecen es más compleja. Así, en 5 de ellos (por ejemplo, en el clon 8), se comprueba que la 
recombinación tuvo lugar en el alelo ya intenumpido al desaparecer la banda de 2,9 kb que 
procedía de éste, pero, en su lugar, aparecen bandas de tamaiío mayor al esperado si se 
tratara de una simple recombinación homóloga. En el clon número ll se detecta el mismo 
patrón 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 locus 
homólogo a CaSEC que aparece en todos los clones analizados (resultados, punto 2.3 y 
figura 14). Es coherente suponer que la integración se produzca más frecuentemente en 
zonas del genoma con un determinado grado de homología en la secuencia, que en cualquier 
lugar aleatorio del DNA genómiw de C. albicans. 

También es posible que en algunos de los transformantes se hayan producido 
fenómenos de multimerización de la construcción de interrupción, de fona que se hayan 
integrado varias copias de la misma que se detecten como bandas mayores al tamaño 
esperado. Este fenómeno se ha descrito en el proceso de interrupción del gen CHS de 
C. albicans (Gow et al., 1993), en el cual, finalmente, se obtuvieron los alelos mutantes 
esperados (Gow ef a/., 1994). 

2.9.3. Análisis fenotípíco de las cepas de C. albicans con un alelo de 
CaSEC delecionado. 

Debido a la imposibilidad de obtener el doble mutante Casec74MCasec74A, se 
llevó a cabo un estudio fenotípico preliminar para determinar si la carencia de un alelo del 
gen producía algún tipo de modificación en los procesos vitales de C. albicans. Los 
ensayos fueron realizados tanto wn las cepas protótrofas (SC5314 y CNC20) como con 
las auxótrofas para uracilo (CA14 y CNC21). De esta manera, si se observara algún 
fenotipo, se podría discernir si se debía a la mutación en CaSECf4 o a un fondo genético 
determinado. 

En primer lugar, se comprobó la capacidad de filamentación de las distintas cepas 
en suero de caballo. Se tomaron muestras a las 3, 6 y 18 horas después de la inoculación 
y no se observaron diferencias significativas entre las cepas interrumpidas y las 
correspondientes cepas parentales. Este mismo ensayo se realizó en medio de Lee. Las 
muestras se tomaron a las 3, 9 y 24h y se observó que en las cepas con fenotipo Ura- 
(CA14 y CNC21) la filamentación era algo más lenta que en las correspondientes Ura+ 
(SC5314 y CNC20). La comparación entre C. albicans SC5314 y C. albicans CNC20 no 
mostraba cambios significativos en el patrón de filamentación. 
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2.10. Construcción de un mutante de C. albicans secl&. 

El estudio de la función de SEC en C. albicans y de sus posibles implicaciones 
en los procesos de secreción de proteínas o de filamentación, se encontró dificultado por 
la imposibilidad de obtener un mutante de deleción homozigótico. Este problema se 
abordó, 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 producido en la proteína para convertirla en termosensible, se trató 
de introducir en la proteína de Candida la misma mutación que había sido descrita en la 
proteína Secl4p termosensible de S. cerevisiae. 

La estrategia elegida fue el reemplazamiento del alelo silvestre de CaSECf4 en 
CNCZI por el gen mutado mediante un proceso que se llevaría a cabo en dos pasos 
secuenciales. En un primer paso de transformación, se introduciría dentro de CNC21 un 
plásmido con el gen mutado y el marcador de interrumpción CaURA3, cortado dentro del 
ORF de CaSECf4. De esta manera, si la integración se produjera en el alelo adecuado 
quedaría, en uno de los cromosomas, una construcción con dos copias del gen (una de 
ellas mutadas) y entre éstas el marcador de interrupción. Tras esto, se forraría la 
expulsión del marcador creciendo la cepa en medio rico con uridina en exceso y los 
clones con fenotipo Ura- se seleccionarían en medio con 5-FOA (este proceso está 
esquematizado en la figura 28). De estos clones Ura- se podría elegir aquellos que 
presentaran defectos de crecimiento a temperaturas elevadas y, posteriormente, se 
comprobaría si presentan el genotipo esperado. 

2.10.1. Construcción de pkmidos con distintos alelos mutantes. 

El alelo secl4-7” de S. cerevisiae presenta una mutación que produce el cambio 
en el aminoácido 266 de glicina (GGT) (señalado en la figura 16) a ácido aspártico (GAT) 
(Cleves et al., 1989). Debido a que en la posición 266 de CaSecl4p también se encuentra 
una glicina, se podría obtener el mismo cambio en la proteína de C. albicans. Para ello, se 
realizó una mutagénesis dirigida mediante el método de obtención de mutaciones 
puntuales por PCR descrito en el manual “Current Protocols in Molecular Biology” 
(Ausubel et al., 1993). Se diseñaron dos oligonucleótidos, “oli3” y “olimutl9” (ver tabla VIII 
y figura 24) que, emparejados con “M13UP” y “M13RP” (ver tabla VIII) respectivamente, y 
utilizando como molde pLU2, amplificarían dos bandas que al ser nuevamente clonadas 
en pUC formarían un plásmido 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 amplificación (PCRI) se utilizaron como cebadores “M13lJP” y “oIW, por lo que se 
obtuvo una banda de 2,l kb. En la segunda (PCR2), en la cual se utilizaban como 
cebadores “M13RP” y “olimutl9”, se amplificó una banda de 151 bp. con la que, debido a 
su pequeño tamaño, hubo que trabajar con una serie de precauciones especiales. Ambos 
productos de PCR se trataron con Klenow, se digirieron con EcoRI y Hindlll, 
respectivamente, y fueron subclonados sumultaneamente en pUC19, de manera que cada 
uno de ellos ligó con el otro y con el mencionado vector y se obtuvo un plásmido que se 
creía igual a pLU2, excepto en que se había introducido una mutación puntual (figura 26). 
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GGGTGGAGTTTTAAATGGTCTGTT A 
TGAAACAAATICCACCTCAAAATTTACCAGTCAAATTTGGTGGTATGTCA~~GTTTCTGAT 
GACGATTTATTATTAAAAGATGTTGGTCCTTGGAGAGATCCAGAATTCATTGGTCCAGAAGG 
TGAATGTCCTAGAGCTTATAACATTTA 

La secuenciación de un fragmento de estos plásmidos construidos como se acaba 
de describir, permitió observar que, además de haberse producido la transición esperada 
(G por A), también se habían eliminado 6 pares de bases adicionales en un plásmido 
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 pequeño lazo y no se sintetizara la banda en su 
totalidad, o a la existencia de algún problema con la enzima “Klenow”. Los alelos de 
CaSEC que portaban dichas mutaciones se denominaron Casecl4-l y Casec14-7 
(figura 25) y a los plásmidos que las portaban pLU2Ml y pLU2M7 (tabla VII y figura 26). 

En el alelo Casec74-7, además del cambio que habíamos tratado de introducir, se 
ha producido la pérdida de los aminoácidos 263 (V) y 264 (K) de CaSecl4p; mientras que 
en Casec14-7 se ha eliminado también el aminoácido 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 proteína (figura 25). 

CaSEC CACCTCAAAATTTACCAGTCAAATTTGGTGGTATGTCAGATGTTT 
Casecl4-1 CACCTCAAAATTTACC------ATTTGGTGATATGTCAGATGTTT 
Casec14-7 CACCTCAAAATTT---------ATTTGGTGATATGTCAGATGTTT 

Debido al desconocimiento de mutaciones que den lugar a proteínas 
termosensibles de C. albicans, se optó por probar el fenotipo que las proteínas 
codificadas por los alelos mutantes Casecl4-7 y Casec74-7 producían tanto en 
S. cerevisiae como en C. albicans. Para llevar a cabo este objetivo se construyeron los 
plásmidos pSLK7M1, pSLK7M7, YEMI y YEM7 (tabla VII y figura 26). 
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El origen de los plásmidos pSLK7Ml y pSLK7M7 es el plásmido SKBluescript y 
contienen, además del gen CaURA como marcador de selección para C. albicans, los 
alelos mutantes obtenidos. En su construcción se sustituyó la banda Sfyí-BamHI (148 pb) 
de pSLK6 por la misma de los plásmidos pLU2Ml y pLU2M7. Para comprobar el correcto 
reemplazamiento del alelo silvestre por el mutado, y debido a que la diferencia de tamario 
era mínima, se realizó un gel de poliacrilamida que permitió detectar estas pequeñas 
diferencias de 6 y 9 pb en el tamaño de la banda (no mostrado). Posteriormente, también 
se realizó la secuenciación de la zona de interés de los plásmidos mutantes, ratificando 
que se habían introducido las mutaciones esperadas como se había comprobado 
mediante dicho gel de acrilamida. 

2.10.2. Comprobación de la termosensibilidad de Casecl4-1 y Casecl4-7 en 
S. cerevisiae. 

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

La transformación del mutante termosensible de S. cerevisiae CTYI-IA con los 
plásmidos YEMI y YEM7, así como con los correspondientes controles (se utilizó YEp352 
como control negativo y pLM1 como control positivo de complementación), permitió 
comprobar que los alelos CasedC1 y Casecf4-7 no eran capaces de complementar el 
defecto de crecimiento del mutante termosensible a 37 OC. 

Para estudiar si los los alelos mutantes son funcionales a temperatura pemisiva, 
YEMI y YEM7 se transformaron en un diploide de S. cemksiae heterozigótiw para el locus 
SECf4: ClYD2 (secf4-3/sec14Af::H/S3, tabla VI). Los transformantes se sembraron en 
condiciones de espofulación y las ascas obtenidas tras la micromanipulación de las tétradas 
fueron analizadas. La poca capacidad presentada por la cepa diploide para esporular (siempre 
sen obtenía un porcentaje de tétradas mucho menor del esperado) imposibilitó el análisis de un 
número elevado de tétradas pero, al menos en el caso del alelo CaseclCf, en todas las 
tétradas estudiadas se obtuvieron ascas wn fenotipo His+. Este dato indica claramente la 
capacidad de wmplementación del plásmido introducido a 30”; ya que HIS3 es el marcador 
de interrupción del gen SEC en esta cepa y, debido a la esencialidad de este gen en 
S. cefevisiae, las ascas His+ sólo podrían sobrevivir gracias a la wmplementación plásmidica 
del defecto producido por su intenumpción. Se comprobó así, que el alelo CasecWf es 
funcional a la temperatura permisiva, a pesar de la pérdida de varios aminoácidos. También se 
constató que el~carácter termosensible de la mutación se detecta en placa solamente cuando 
el número de células sembrado es muy limitado. Así, se sembraron gotas con 1.000, 10.000 y 
100.000 células y se comprobó que la termosensibilidad a 37% era claramente detectada en 
el caso de menor número de células. Esto ocunía tanto en las esporas con fenotipo His+ 
como His- , lo que indica que es una característica tanto del alelo mutante del gen de 
C. albicans wmo del de S. ce~vkiae. 

La escasa capacidad presentada por CTYD2 para esporular impidió, en el caso de 
Casec74-7, la obtención de un número suficiente de ascas que permitiera llegar a una 
conclusión dara sobre la funcionalidad de este alelo a la temperatura permisiva. 
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2.10.3. Introducckh de los qenes mutados en C. albicans CNCZI v expulsión 
del marcador. 

Como herramienta para el estudio de los efectos producidos por la pérdida de la 
función del gen SEC en C. albicans, se abordó la construcción de un mutante 
termosensible de C. albicans con mutaciones en CaSEC74. Con este objetivo, CNC21 se 
transformó con los plásmidos pSLK7Ml y pSLK7M7. Para forzar la integración de los 
plásmidos en el alelo silvestre de CNC21, su digestión se llevó a cabo con la enzima de 
restticción Hindlll. El hecho de que las zonas de CaSEC adyacentes a la diana de corte 
de esta enzima no estén presentes en el alelo delecionado de esta cepa, hace suponer 
que con su utilización se favorezca la recombinación del DNA transformante en el alelo de 
interés. C. albicans CNC21 se transformó también con pSLK6, que contiene el gen 
silvestre como control del experimento. 

Los transformantes en los que se hubiera producido la integración correcta, en 
este primer paso de transformación, portarían en uno de los alelos dos copias de 
CaSEC74, una silvestre y otra termosensible (figura 28, situación 2). Se seleccionaron 
para su posterior análisis diez transformantes de los obtenidos en cada transformación 
con cada plásmido. Estos transformantes Ura+ se denominaron: 

-los procedentes de la transformación con pSLK6: CSCG-a, CSCG-b, CSCG-c, etc., 
-los de la transformación con pSLK7Ml: CSMI-A, CSMI-B, CSMI-C, etc., 
-los de la transformación con pSLK7M7: CSM7-1, CSM7-2, CSM7-3, etc. 

95 







RESULTADOS 

La elección de los tranformantes en los que se había producido la integración en el 
lugar adecuado se realizó, en primer lugar, mediante PCR. Para esto se utilizaron los 
oligonucleótidos Isecl y Oura3cr (señalados en la situación 2 de la figura 28) que, en caso 
de que la integración hubiera sido la correcta, amplificaban una banda de 2,7 kb. 
Posteriomente, estos transformantes también se análizaron mediante Southern blot y de 
18 transformantes analizados, se obtuvieron los siguientes resultados: 

-En la mayoría de los clones (catorce) se ha producido la integración adecuada en 
el alelo esperado y presentan el mismo patrón de bandas que el del carril C de la 
figura 28. 
-En dos de los clones (CSMI-6 y CSMI-J) aparece un patrón de bandas similar al 
de CNC21 (carril B, figura 28). Este patrón corresponde a la integración de la 
construcción en alelo anteriormente interrumpido. 
-En otros dos clones aparecen sólo las bandas de 2.8 kb y de 6,8 kb. La 
explicación de este patrón de bandas es más compleja ya que no se detecta la 
banda correspondiente al alelo parental: parece que la recombinación 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 recombinación correcta solamente por 
uno de los extremos del DNA transformante, nos hizo descartar el uso de esta 
técnica en la posterior selección de los transformantes. 

La mayoría de los transformantes analizados presenta el genotipo buscado. Esto 
corrobora que se haya dirigido la integración al alelo parental de CNC21 gracias a que se 
ha tranformado con un DNA cuyos extremos únicamente tienen zonas homólogas 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 locus CaSEC ha sido delecionada en el 
alelo interrumpido. 

Los tranformantes Ura+ CSMI-I y CSM7-2, en los que se había observado una 
integración correcta por Southern 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 mutación introducida. CSMI-I y CSM7-2 fueron incubados en condiciones 
propicias para la recombinación y pérdida del marcador y, posteriormente, las colonías 
Ura- fueron seleccionadas con 5FOA. Se analizó la capacidad de crecimiento a 30 OC, 
37 “C y 42 OC 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 número 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 heterozigótica CNC21, se seleccionaron aquellos 
clones~ cuyo crecimiento a 42 OC era prácticamente nulo. Estos eran: 

-“1.3” y “1.49” que provenían de CSMI-1. 
-“2.5”, “2.130”, “2.138”, “2.139”, “2.148”, “2.179” y”2.181” que provenían de la 
estirpe CSM7-2. 

210.4. Estudio de distintos clones termosensibles. 

Los mutantes termosensibles seleccionados anteriormente fueron sometidos a 
distintos tipos de estudios simultáneamente. 
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Análisis del locus del gen CaSEC en el genoma de los mutantes termosensibles: 

Con una hibridación DNA-DNA se comprobó que la reorganización que se había 
producido en el locus CaSEC al producirse la expulsión del marcador había 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 CaSEC que podría ser 
silvestre 0 mutante. 

Estudio del crecimiento y la filamentacih: 

Debido a que el crecimiento de las estirpes Ura- en placa era claramente diferènte 
al de la cepa CNC21 de la que provienen, se realizó un estudio preliminar de su 
capacidad de filamentación, utilizando como control la cepa CA14 (Ura-). Este 
experimento se realizó en suero de ternera fetal a 37OC y, debido que a esta temperatura 
alguno de los clones podían 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 observó cierto grado de lisis celular en los cultivos a 37°C. Los resultados 
obtenidos se presentan en la siguente tabla. 
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ZA14 Levaduras y células en cadenas Filamentos 
‘1.3” Igual que CA14 Filamentos (en mayor proporción que e 

CAl4). Porcentaje bajo de células lisadas 
‘1.49” Igual que CA14 Filamentos (proporción similar a la d 

CA14). Lisis en mayor proporción que e 
“1.3” 

‘2.5” Cadenas ramificadas de células Levaduras. La mayoría de las célula 
ovaladas y algunos filamentos negras y lísadas 
más gruesos que los del control 

‘2.130” 50 % de células ovaladas en Lisis celular total, no se observan células 
cadenas, algunas levaduras y 
filamentos gruesos no ramificados 

‘2.138” Igual que “2.5”. Filamentos más largos que los de CA14 
restos celulares de células lisadas 

‘2.139” Igual que “2.5” Filamentos y porcentaje bajo de célula 
lisadas 

‘2.148” Igual a “2.5” Levaduras y gran cantidad de restos d 
lisis celular 

‘2.179” Igual que CA14 Lisis celular. Se observan filamentos corto 
negros y lisados 

‘2.181” Igual que CA14 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 filamentación) en los clones originados a partir de CSMI-I 
(“1.3” e “1.49”) se observaban células con una morfología igual a la del control (CAl4), 
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mientras que en los mutantes procedentes de CSM7-2 se podían ver algunas células 
aberrantes, con formas de filamentos más gruesos o más largos de lo normal. En suero a 
37 OC (condiciones de filamentación) en todos los mutantes aparecían restos de células 
lisadas, pero el grado de lisis era muy diferente según el mutante. La capacidad de 
filamentación también era muy variable en dichos mutantes, ya que, mientras en algunos 
se observaban filamentos más largos que los del control, en otros sólo se detectaban 
células levaduriformes. 

Recuperación y secuenciacìón de algunos de los supuestos alelos mutados: 

Para comprobar si realmente se encontraban las mutaciones Casecl4-7 o 
Casecl4-7 en el genoma de los clones analizados, se procedió a amplificar por PCR la 
zona del alelo de SEC donde debería localizarse la mutación. Para ello, DNAs 
genómicos extraídos de las estirpes de C.a/bicans “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” (señalados en la situación 4 de la figura 28). En estas 
PCRs. se obtenían dos bandas, una de un tamaño de 823 pb correspondiente al alelo de 
interés, y otra de 1,4 kb procedente de la amplificación del alelo interrumpido. La banda 
menor se cortó con las enzimas de restricción EcoRI y Avalll en el caso de los clones 
“1.49, “2.5”, “2.130” y “2.139” y con EcoRI y Hindlll en “2.138” y “2.148”, para su posterior 
subclonación en pUC19. La secuenciación de los plásmidos obtenidos reveló que en 
ninguno de los casos se había rescatado el alelo mutante termosensible, sino que, por el 
contrario, la secuencia obtenida compartía un 100 % de homología con el alelo silvestre 
de CaSEC14. 

El fenotipo diferencial presentado por estos clones podía estar ocasionado por 
otras mutaciones en el gen SEC14, mutaciones producidas en las zonas adyacentes del 
genoma debidas a los procesos de recombinación sufridos o, incluso, algun cambio que 
hubiera tenido lugar en otras zonas del genoma. 

2.105. Búsqueda mediante PCR de clones que porten en su qenoma los 
alelos termosensibles Casecl 4-1 y Casecl 4-7. 

Debido a que se había encontrado una serie de cepas de C. albicans con fenotipos 
interesantes, pero que, al analizar su genotipo no se encontraba la mutación esperada, se 
decidió proceder de manera inversa en la búsqueda de los mutantes termosensibles. Se 
trató, en primer lugar, de localizar la mutación en el genoma de las cepas objeto de 
estudio y, posteriormente, realizar un estudio más profundo de sus características 
fenotípicas. Para ello, se diseñó un oligonucleótido en la zona de la mutación, “1 Il 9ts” 
(figura 29A, tabla VIII), cuya secuencia contiene la zona mutada del alelo Casecl4-7. 
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 homóloga 
con estos últimos. Como pareja de “1119ts” en la amplificación, se utilizó “luc5” que, 
debido a que hibrida en el interior de la zona de CaSEC? delecionada en uno de los 
alelos, evitaba que se produjera la amplificación de este alelo interrumpido. 

Para poner a punto las condiciones restrictivas del experimento de PCR, en el que 
se amplificara la banda esperada en los casos de los alelos mutantes y no en el MSO del 
alelo silvestre, se utilizaron como controles los plásmidos pSLK6, pSLK7Ml y pSLK7M7 
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Se analizó de esta forma, el DNA de algunos de los clones Ura- cuyo alelo ya 
había sido recuperado (como controles), así como el de nuevos clones en que se pudiera 
detectar una de las mutaciones esperadas (figura 296 y C). En todos los experimentos se 
pusieron como controles los plásmidos anteriormente comprobados y se amplificaron 
simultáneamente los mismos DNAs genómicos con los oligos “IU&” y “amplisec” (que 
tenían que amplificar una banda de 637 pb tanto el los casos en los que estuviera la 
mutación termosensible como en los que estuviera el alelo silvestre). De esta forma en el 
caso de que con “1119ts” no se hubiera amplificado niguna banda se podria descartar 
que la cantidad o calidad del DNA molde no fuera la óptima. En las amplificaciones con 
“1119ts” y “luc5” se pudieron detectar 3 tipos de resultados (figura 298 y C): 

-En muchos de los clones analizados no se amplificó ninguna banda (clones que 
llevan el alelo silvestre) 
-en algunos clones aparece una banda de un tamaño algo mayor al de la banda 
esperada y de intensidad menor a la de los controles. 
-únicamente el clon “2.179” presentaba una banda de igual tamaño que la de los 
controles (clon 7, figura 29C). 

La cepa C. albicans “2.179” había sido seleccionada anteriormente por su fenotipo 
termosensible. Además, en el estudio de su capacidad de filamentación se había 
observado que se producia lisis a 37% en un porcentaje elevado (tabla IX) y mediante 
Southern blot se había comprobado que la organización del locus SEC era la esperada 
(figura 28). Debido a todo ello, se consideró interesante ahondar en el estudio tanto 
fenotípico como genotípico de este mutante. 

2.10.6. Análisis fenotípico y genotípico de C. albicans “2.179”. 

Un estudio fenotípico preliminar de la estirpe de C. albicans “2.179, permitió 
detectar una inestabilidad fenotípica muy elevada. En YED a 30 OC se observaban dos 
tipos de colonias, unas grandes y otras muy pequeñas. Aislando cada tipo de colonia se 
comprobó que, mientras de la colonia grande volvían a crecer colonias grandes y 
pequeñas, de la colonia pequeña solamente crecían colonias pequeñas. En SD+suero de 
ternera fetal a 37% también crecían dos tipos de colonias, unas lisas y las otras rugosas y 
totalmente planas (figura 30). A partir de una colonía lisa aparecían nuevamente colonias 
lisas y rugosas, mientras que a partir de células de las colonias rugosas crecían 
únicamente colonias rugosas. La morfología colonial se correspondía, como era de 
esperar, con la morfología celular. En las colonias lisas la mayoría eran células 
levaduriformes (aunque también había algunos tubos germinativos, células ‘aberrantes, 
poligonales o muy grandes, y restos de células lisadas) y las rugosas estaban formadas 
por conjuntos de filamentos. 

Otro fenómeno observado en todas las células del mutante es la elevada 
adherencia que presentan entre ellas, ya que se encuentran siempre más únidas 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 producía en algunos casos en condiciones de filamentación, y que 
también podía ser detectada en placa a 37°C con BCIP. 

Para verificar la existencia de la mutación introducida en el genoma de C. albicans 
“2.179”, su DNA genómico fue amplificado con los oliginucleótidos “luc5” y “amplisec” 
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(figura 29A) y el fragmento EcoRI y Hindlll de la banda amplificada se subclonó en pUC 
para su postenor secuenciación. Los datos obtenidos de la secuencia indicaban que se 
trataba de un alelo silvestre de CaSfCf4. 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 continúa existiendo la zona final en donde se ha introducido la mutación en 
los alelos mutados), se secuenció hasta dla diana de la enzima Hindlll, comprobando que 
no se se había amplificado el alelo interrupido, ya que no se obtuvo ninguna zona de la 
secuencia homóloga a hisG. (Posibles explicaciones a este resultados se plantean en la 
discusión) 

Buscando una posible explicación a los fenotipos observados en este mutante. se 
trató de conocer si podían deberse a un defecto en cualquier otra zona de CaSEC74. 
Para ello, se procedió a tratar de recuperar el fenotipo parental, transformando 
integrativamente el gen silvestre en otro locus del genoma de la cepa mutante. Con este 
objetivo, se construyó el plásmido pSECAR, el cual proviene de un pUC y, además de 
contener el gen CaSEC de C. albicans y el gen CaURA como marcador de selección, 
también lleva el gen ARG5,6 de C. albicans, que nos permitiría dirigir la transformación 
hacia ese locus del genoma. 

La cepa mutante “2.179” fue transformada con pSECARG, así como con pAN3 
como control (plásmido que porta CaARG5,6, CaLEU y CaURA y tiene 
aproximadamente el mismo tamaño que pSECAR),ambos cortados en el locus ARG5,6. 
En los transformantes obtenidos se observó que: 

-No se se recuperaba el crecimiento normal a 37 OC, ya que en los transformantes 
de cualquiera de los plásmidos 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 OC de los transformantes era diferente al del 
mutante “2.179”. tanto en el caso de pSECAR como como en del plásmido control, pAN3. 

Este conjunto de datos sugiere que el fenotipo presentado por el mutante 
termosensible de C. albicans, “2.179” podía ser debido a alguna mutación en otro punto 
del genoma de C. albicans distinto del locus CaSECf4 y. por lo tanto, el estudio más 
profundo de sus características fenotípicas y genotípicas parecía no estar muy 
relacionado con el trabajo aquí expuesto. 
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2.11. Análisis de la proteína CaSecl4p en C. albicans y S. cerevisiae.

El peso molecular teórico deducido basándose en la secuencia de aminoacidos de la
proteína CaSecl4p es de 34,7 kDa. Para obtener más información sobre CaSecl4p, así como
para comprobar si existía variación entre la cantidad de esta proteína existente en las cepas
SC5314 (silvestre) y CNC2O o entre el aislado clínico C. albicans 1001 y el mutante
morfológico C. alb¡cans 92’ (Nombela et al., 1987) en el que se ha descrito una disminución del
contenido de Pl en membranas (Koul et aL, 1995), se realizó un análisis por Wenstem blot de
extractos celulares de dichas cepas de O. albicans con anticuerpos frente a Secl4p de
S. ceravisiae (cedidos por el Dr. y. Bankaitis) (figura 31A). Está descrito que estos anticuerpos,
además de reconocer la proteína Secl4p de S. cerevisiae, reconocen también las proteínas
homólogas de otras levaduras como /C ladis y S. pombe (Bankaitis et aL, 1989), las cuales
presentan un porcentaje de homología con Secl4p de S. cemtds¡ae similar al existente entre
Secl4p de S. cerevisiae y de C. albicans. Esto hacía esperar que los anticuerpos frente a la
proteína de S. ceravis¡ae reconocieran CaSecl4p.

En este experimento de hibridación (figura 31A) se observó en las cepas de
S. cerev¡s¡ae la proteína a la altura esperada de 37 kDa (Bankaitis et al., 1989). En todas las
cepas de O. alb¡cans se detectó una banda de un tamaño (aproximadamente 60 kDa)
bastante mayor al esperado para la proteína codificada por el gen CaSEC 14. La banda
detectada tenía una intensidad muy elevada y constante en las distintas cepas de C. alb¡cans.
Para comprobar si esta banda correspondía realmente con la proteína codificada por el gen
CaSEC 14, se realizó otro experimento de hibridación con anticuerpos, en el que se incluyó el
análisis de extractos celulares de cepas de S. ceravis¡ae transformadas con distintos
plásmidos. Dichos plásmidos incluían el gen CaSECI4 o fragmentos de éste en vectores
centroméricos y episámicos (figura 31B).

En la figura 31B se puede observar que en los carriles en que se analizaron cepas
transformadas con el plásmido pLM1 (plásmido episómico con todo el gen CaSEC 14) se
detectó la banda correspondiente a esta proteína con una intensidad mucho mayor que
en el caso del transformante con pCENI (plásmido centromérico que incluye todo el gen
CaSEC 14), resultado esperado, ya que en este último transformante sólo existe una copia
del gen. Este resultado indica que la banda detectada correspondía a la proteína
codificada por CaSECI4 y que ésta es reconocida de manera muy clara por los
anticuemos frente a Sed 4p de S. cerovisiae, por lo cual la banda observada en las cepas
de O. albicans también correspondía a CaSecl4p a pesar del tamaño inesperado. Por
tanto, CaSecl4p cuando es expresada en S. cerev¡s¡ae presenta el tamaño esperado
según la secuencia del gen, mientras que, cuando se produce en C. alb¡cans presenta un
tamaño mucho mayor. Estos resultados indican que CaSecl4p en O. albicans puede sufrir
algún tipo de procesamiento post-traduccional que aumente su masa aparente o puede
encontrarse unido a otra proteína formando un complejo estable que no se disocie en las
condiciones de este experimento (ver discusión).

En la cepa de S. cera visise transformada con un plásmido multicopia que no
incluye el gen CaSEC 14, pLM13, no se detectá más hibridación que la correspondiente al
gen de S. cerevis¡ae, lo que corrobora que la banda detectada en los casos de pLM1 y
pOENí correspondía a CaSecl4p. En ninguno de los casos en que el plásmido
introducido en la cepa de CTYI-IA portaba únicamente un fragmento de CaSEC14
(pLMla, pLMlb y pLY1) se detectaba la banda correspondiente a dicho fragmento de
proteína. Existen varias explicaciones posibles para este hecho:
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3. PROTEÍNAS DE TRANSFERENCIA DE FOSFATIDILINOSITOL Y
FOSFATIDILCOLINA HUMANAS.

Para la aplicación de CaSECI4 como posible diana de agentes antifúngicos, con
el objeto de evitar posibles problemas de toxicidad del futuro fármaco, es interesante el
estudio de las proteínas humanas homólogas a este gen. Se ha sugerido que las PITPs
de mamíferos son las proteínas homólogas, en su función, a la proteína Secl4p de
levadura, a pesar de no existir homología entre sus secuencias (comentado en la
introducción y la discusión). Esto apoya la idea de utilizar CaSECI4 como diana en la
búsqueda nuevos antifúngicos, ya que es posible que facilite la obtención de sustancias
que inhiban diferencialmente la proteína del hongo y la de los mamíferos.

Con el objeto de ahondar más en este punto, se procedió al estudio de la
capacidad de complementación de las isoformas a y j3 de la PITP humana en mutantes de
levadura en el gen SEC14.

3.1. Construcción de plásmidos que codifican las proteínas
humanas PITPa y PITPfr

Para el estudio de la capacidad de complementación de las proteínas humanas
PITPa y PITPfl en mutantes en el gen SEC14 de 3. cerevis¡ae, los genes que las
codifican fueron amplificados mediante PCR y, posteriormente, subclonados bajo el
control del promotor GAL1.

Para la amplificación de estos genes se utilizó como molde de DNA humano una
genoteca de cDNA de células hfela. Las secuenc¡as nucleotídicas de los genes que
codifican las proteínas PITPa y PITP~ 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 diseñaron 3 oligonucleátidos (figura 32 y tabla VIII):

PPlinic: hibrida con el inicio del ORE de FF11 y FF12 e introduce una diana de
corte de la enzima BamHl. (Debido a la elevada homología entre las secuencias de
FF11 y FF12 fue posible utilizar este cebador en la amplificación de ambos genes).
PPllfin: hibrida con el final del ORE de FF11 e introduce un corte EcoRl.
PPl2fln: hibr¡da con el final del ORF de FF12. (Incluye una diana de corte de la
enzima Xbal que, en realidad, se encuentra al final del ORE de FF12. Al digerir la
banda de amplificación de FF12 con Xbal, se elimina la última base de su ORF así
como el codón de terminación, pero su suclonación posterior en otro punto de
corte Xbal permite la regeneración de la diana y que se complete, de este modo, la
secuencia del ORF y su codón de terminación).

Ambos ORF fueron amplificados y subclonados en el sitio de donación múltiple de
pYES2 (vector episómico y de expresión en 3. cerev¡s¡ae) para construir los plásmidos
pYPla y pYPj3. En dichos plásmidos la expresión de ambos ORFs está sometida a la
regulación del promotor GAL1.
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Con el objeto de comprobar si las proteínas PITPa y PITP¡3 eran capaces de
complementar el defecto de crecimiento a 37 OC producido por la mutación secl4ts en
3. cerev¡s¡ae, el mutante CTYI-1A se transformó con los plásmidos pYPla y pYPp y se
estudió la capacidad de crecimiento de dichos transformantes en distintas fuentes de
carbono a la temperatura restrictiva (figura 33).

En el ensayo en medio sólido se comprobó claramente que en los plásmidos
pYPla y pYPlj3, los genes FF11 y FF12 están regulados por el promotor GAL1. Ademas,
los resultados obtenidos muestran que ambas isoformas de la proteína humana PITP son
capaces de complementar el defecto de crecimiento que el mutante termosensible en el
gen SECI4, CTY1-1A, presenta a la temperatura restrictiva de 37 00. Este resultado era
similar al obtenido en el caso de las PITPs bovinas, que presentan unos porcentajes de
homología con las proteínas humanas elevadísimos (98,9 % y 98,1 % con PITPa y PITP¡3,
respectivamente (Dickenson et aL, 1994; Tanaka et aL, 1995>) y que, en un plásmido
multicopia, también son capaces de complementar este mutante (Skinner et aL, 1993;
Tanaka y Hosaka, 1994).

3.2.2. Las PITPs humanas nueden sustituir la función de Secl4p en
S.cerevisiae

.

Para determinar si pYPla y pYPlj3 eran capaces de complementar la falta de
viabilidad de un mutante de 3. cerev¡s¡ae con el gen SEO 14 interrumpido, la cepa CTY588
(secI4Al::l-11S3/pCTYl1; pCTY11 incluye los genes LEU2, ADES y 32014 de
3. cerevís¡ae; tabla IV) se tranformó con pYPla, pYPIJ3 y con pLM1 como plásmido control.
De esta forma, se obtuvieron cepas de 5. cerev¡s¡ae que portaban dos plásmidos con
distintos marcadores (55001, 55002 y SSCO3, tabla V) y en ellas se forzó la expulsión
de pCTY1 1. Seleccionando los clones en los que se había expulsado pCTY1 1 fueron
obtenidas las cepas 55011 (secl4Al::HIS3/pLM 1), 55012 (secl4Al::HISS/pYPla) y
SSC13 (secl4A1::HIS~3/pYPl¡3), en las cuales pCTY11 se había sustituido por los
plásmidos pLM1, pYPla y pYPlp. Este experimento se realizó en SG (suplementado con
los aminoácidos necesarios en cada paso) para que FF11 y FF12, que están regulados
bajo el promotor GALI, se encontraran constantemente inducidos. Para comprobar que el
intercambio plásmidico se había realizado de la manera adecuada, los plásmidos fueron
recuperados de las cepas SSC11, 55012 y 55013 y, mediante un análisis de restricción,
se comprobó que no había ocurrido ninguna recombinación inesperada.

La posibilidad de obtener las cepas 55012 y SSCI3 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 .SECI4 de 3. cerev¡s¡ae.
Debido a que este gen es esencial para el crecimiento de la levadura, esto implica que las
proteínas humanas, PITPa y PITPp, son capaces de sustituir la función de Secl4p en
3. cerev¡s¡ae.

Este resultado es de una gran relevancia, ya que apoya la teoría de que las
proteínas de transferencia de fosfatidilinositol son las que realizan en las células de
mamífero las funciones homólogas las realizadas por Secl4p en la levadura. Este dato es
muy interesante para la posible la utilización de CaSECI4 como diana para el desarrollo
de nuevos y selectivos agentes antifúngicos (ver discusión). Además, el único dato
existentes hasta la fecha sobre la capacidad de alguna PITP de mamíferos de
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complementar un mutante de levadura secl4 interrumpido apuntaba que, contrariamente
a lo aquí expuesto, esa proteína no tenía la capacidad de complementar dicho mutante
(Skinner et al?, 1993)(discusión, punto 4).
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DISCUSIÓN

1. INTERÉS DE LA CLONACIÓN DE CASECI4.

En todas las células eucariotas, la ruta de secreción de proteínas juega un papel
primordial en el transporte y la maduración de muchas proteínas imprescindibles para la vida
celular. Así, en las distintas especies de levaduras, las proteínas secretadas al exterior de la
célula y las que se localizan en la pared celular, el espacio periplásmico, la membrana
plasmática o cualquiera de los orgánulos de la ruta de secreción alcanzan dicha localización
después de transitara través de los distintos compartimentos de esta ruta. Debido a la elevada
importancia de este proceso de secreción de proteínas en la vida de la levadura, la mayoría de
los genes implicados en él son esenciales para su crecimiento.

El proceso de secreción en la levadura patógena Candida albícans, además de ser
clave para el crecimiento y viabilidad celular, también juega un papel importante en la
patogenicidad, ya que algunas enzimas líticas son secretadas al medio externo actuando
como factores de virulencia (por ej: fosfolipasa, proteinasa aspártica (Culter, 1991)). A pesar
de su relevancia, hasta la fecha existen muy pocos datos sobre dicho proceso en O. alb¡cans.
Por esto, la profundización 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
memona.

Uno de los genes implicados en el proceso de secreción de proteínas en 3. corev¡s¡ae
es SEO 14 (Bankaitis et al., 1989). Este gen presentaba ciertas características que apoyaban el
interés del estudio del posible gen homólogo en O. albicans:

-Se conocía la existencia de genes homólogos a SEO 14 en otras levaduras como
K. Iactís (Salama et al?, 1990) y 5. pombo (Bankaitis et al?, 1989). Esto hacía esperar que
también existiera un homólogo en O. albicans.

-La posibilidad de que SEO 14 fuera un gen esencial en O. alb¡cans como lo es su
homólogo de 3. cerev¡s¡ae (Bankaitis et aL, 1989), unida a la existencia de un ensayo
enzimático que permite detectar la actividad del producto génico (Aitken et al., 1990) son dos
características idóneas para pensar en su utilización como posible diana en el desarrollo de
nuevos antifúngicos. La obtención de nuevos y efectivos antifúngicos es uno de los intereses
principales en la investigación sobre O. albicans, con el objetivo de solucionar el problema
cínico que presenta este microorganismo.

-Durante el transcurso de este trabajo, se ha descrito la intervención del gen SEO 14 de
Y I¡polyt¡ca en la regulación del proceso de transición morfológica existente en dicha levadura
(Lopez et aL, 1994). La posibilidad de que el gen homólogo de O. alb¡cans estuviera implicado
en la regulación de la filamentación, aumentaba aún más el interés de su estudio. El estudio
de la transición dimórfica de O. alb¡cans tiene una gran importancia por ser un proceso de
diferenciación celular muy interesante cuyo mecanismo molecular no se ha dilucidado hasta el
momento, además de por su posible, aunque controvertida, relación con la capacidad
patógena de este microorganismo.

Debido al gran interés que parecía tener la desczipción del gen homólogo a SEO 14 en
O. alb¡cans, se procedió a su donación mediante complementación funcional de un mutante
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de 5. cerav¡s¡ae secl4P con una genoteca genómica de O. alb¡caris. Tras la secuenciación del
gen donado, CaSEO14, se comprobó que era bastante similar a su homólogo de
5. catev¡s¡ae. Sin embargo CaSECI4 no presenta intrones en oposición a sus homólogos en
5. cerev¡s¡ae (Rankaitis et al?, 1989) y Y 1¡polyt¡ca (Lopez et aL, 1994). Esto también ocurre en
el caso de los genes que codifican la enzima fosfomanosa isomerasa; ya que mientras los
genes de 3. cerevis¡ae y Aspeigillus n¡dulans contienen un intrón en la misma posición en
ambos, el homólogo de O. alb¡cans, FMII, no presenta ningún intrón (Smith et al., 1995).

2. CASECI4 ES UN GEN ESENCIAL.

La esencialidad de OaSEOl4 es una de las condiciones necesarias para que
pueda utilizarse como diana en el desarrollo de nuevos fármacos antifúngicos, por lo tanto
esta característica confiere gran relevancia al estudio de dicho gen.

2.1. Datos que apoyan esta afirmación.

Con el objeto de conocer la función de OaSEOI4 en Oand¡da alb¡cans, se trató de
construir una estirpe mutante que careciera de la proteína codificada por dicho gen. Para
ello, se procedió a la interrupCión de ambos alelos de OaSEO 14, utilizando el sistema
descrito por Fonzi e lrwin (Fonzi y lrwin, 1993). En los procesos de interrupción de genes
de O. alb¡cans mediante este método, la frecuencia con la que el proceso de deleción se
lleva a cabo correctamente por recombinación homóloga frente a aquellos casos en los
cuales la construcción se integra en otra región del genoma es muy variable. Esto es así,
tanto en el caso del primer alelo como en el del segundo: los porcentajes de obtención de
los transformantes adecuados oscilan entre un 100% y un 15% para el primer alelo y un
60% y 7% para el segundo1 en los casos en que es posible obtenerlos (tabla X). Esto
puede deberse, en parte, a la construcción genética utilizada para realizar la interrupción,
ya que ésta puede presentar zonas homólogas al DNA genómico de tamaños muy
variables. Además, la propia construcción puede tener un tamaño muy variable y,
normalmente, muy diferente al de la zona de DNA homólogo que va a reemplazar.

Tabla X. Frecuencia de interrupción de los aletos de algunos genes de C. albitana
con la construcción h¡sG-CaURA3-hisG. .

Gen lot alelo (%> 20 alelo {%> Referencia
MKCI 40 20 (Navarro-García et aL, 1995)
ARGS,6 15 15 (Negredo et al?, 1997)
XOGI 60 60 (González et al?, 1997)
BGL2 33 7 (Sarthy et aL, 1997)
ODR2 100 20 (Sanglard et al., 1997)
ADE2 80 33 (Fonzi y lrwin, 1993)

(Monteoliva et al?, 1996)OaSECI4 75 0
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En el proceso de interrupción del primer alelo de CaSEO 14, la frecuencia de
integración de la construcción en el locus adecuado fue de 75%, mientras que en el caso
del segundo alelo no se obtuvo ningún clon en el que se hubiera eliminado el alelo
parental. Según los datos expuestos en la tabla X, si OaSECI4 fuera un gen dispensable
para el crecimiento de O. a/bicans, los 60 clones analizados hubieran sido suficientes para
obtener cepas doblemente interrumpidas. La incapacidad de obtener estas cepas
homozigóticas con OaSECI4 delecionado indica que debe tratarse de un gen esencial.

Se han descrito casos de otros genes de 0. albicans en los que, a pesar de no ser
un gen esencial, tras dos rondas de interrupción mediante el sistema de Fonzi, por
diversas razones, no se obtenían cepas nulas para ese gen. Así:

-En el proceso de interrupción del gen CHS2 de O. albicana, se realizaron
tres rondas consecutivas de transformación, debido a la existencia de tres alelos
de dicho gen en O. alb¡cans (Gow et al?, 1994). La existencia de tres copias del
gen se detectó por la diferencia de intensidad de las bandas observadas al
comprobar la interrupción del primer alelo. En el caso de OaSECI4, solo existen
dos copias del gen, ya que en la cepa CNC2O, que tiene uno de los alelos de
OaSEOl4 interrumpido, no se observa diferencia entre la intensidad de las bandas
del alelo silvestre y delecionado (figura 21B).

-En la deleción del gen FHR1 de O. alb¡cans, se utilizó el sistema de Fonzi
e lrwin (Fonzi y lrwin, 1993) para la primera copia del gen, mientras que se optó
por una estrategia de integración y expulsión (‘pop-in/pop-out’> en el caso de la
segunda copia (Saporito-lrwin et al?, 1995). El cambio de estrategia fue debido a la
falta de obtención de cepas homozigóticas cuando se utilizaba la misma
construcción para ambos alelos (Fonzi, 1996). La explicación sugerida a este
fenómeno se basa en diferencias alélicas existentes en el Iocus FHRI que fueron
detectadas por el polimorfismo presentado para algunas enzimas de restricción.
Según esto, diferencias en los extremos del DNA transformante con respecto a
una de las copias genómicas del locus podrían dificultar la recombinación en esa
copia frente a su integración en el otro alelo (el cual es igual al DNA
transformante), aunque éste ya se haya interrumpido previamente (Fonzi, 1996).
En el locus OaSEOI4 no se ha detectado polimorfismo, por lo cual ésta tampoco
parece ser la razón de la falta de obtención de cepas con ambos alelos de dicho
gen interrumpidos.

Todas las razones expuestas, unidas a que SEO 14 es un gen esencial en
3. cerevisiae, apoyan que OaSECl4 también es un gen esencial para la viabilidad de
O. alb¡cans. Además, como se comentará más adelante, las dificultades encontradas a la
hora de construir un mutante termosensible en CaSEOI4 también podrían indicar que se
trata de un gen con una función importante para la vida celular.

Hasta la fecha, solamente se han apuntado como posibles genes esenciales de
O. alb¡cans: HSFQO, 0H31 y KRE6. Estos, al igual que OaSEO14, se consideran
esenciales debido a la imposibilidad de obtener cepas de O. albicana con ambos alelos de
dichos genes interrumpidos (Mio et al?, 1996; Mio et al?, 1997; Swoboda et al?, 1995). El
gen NMTI es esencial cuando O. alb¡cans crece en ausencia de miristato. Esto se ha
comprobado con la construcción de un mutante en dicho gen, el cual es auxótrofo para
miristato, tanto a 24 OC como a 37 ~C y su incubación a 37 00 en ausencia de este
sustrato produce muerte celular (Weinberg etal?, 1995).
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2.2. Obtención de alelas y mutantes termosensibles.

Debido a la imposibilidad de obtener un mutante de O. alb¡cans con ambos alelos
de OaSEOl4 interrumpidos, se optó por la construcción de un mutante termosensible. El
interés de obtener dicho mutante era triple ya que, en primer lugar, permitiría comprobar si
OaSEOI4 es un gen esencial para la viabilidad de O. alb¡cans, en segundo lugar, se
podría estudiar el fenotipo terminal producido por la disfunción de CaSecl4p y, en tercer
lugar, hasta el momento no se ha construido ningún mutante de O. albicans mediante
mutagénesis dirigida. Este último punto aumentaba el interés de su construcción, ya que
era posible que se aportaran datos relevantes sobre los mecanismos básicos que están
implicados en la termosensibilidad de proteínas y cepas de O. alb¡cans, así como sobre
las similitudes y diferencias existentes entre las mutaciones que pueden conferir
termosensibilidad en 5. cerev¡siae y en O. alb¡cans.

En primer, lugar se construyeron dos alelos mutantes denominados OaseCl4-1 y
Oasecl4-7. La construcción de cepas que portaran un alelo del gen OaSEO14
interrumpido y el otro con una de estas mutaciones se llevó a cabo mediante una
estrategia de integración y expulsión (figura 28). Se seleccionaron algunos clones con
fenotipo termosensible y en los que tras la recuperación del alelo no interrumpido se
comprobó que, sorprendentemente, no era Oasecl4-1 ni Casecl4-7. Esto fue así, incluso
en el clon ‘2.179’ donde, previamente, se había detectado mediante POR la presencia del
alelo mutante Oasecl4-7. Posibles explicaciones a estos resultados se exponen a
continuación:

1> Es posible que los alelos mutantes Oasecl4-1 y Oasecl4-7 codifiquen proteínas
que carezcan de función en O. albicans. Esto, aunque podría parecerlo, no está en contra
de que Oasecl4-1, como se ha comprobado, sea un alelo termosensible en 3. cerev¡s¡ae,
ya que hasta el momento no se ha descrito ninguna mutación que produzca un fenotipo
termosensible tanto en 3. cerevis¡ae como en O. albicana. El único caso en el que una
mutación definida, que produce un fenotipo termosensible en 5. cerev¡siae, se introdujo
en el gen homólogo de O. alb¡cans es el del gen NMTI. El mutante de 3. cerev¡s¡ae en
este gen presentaba una auxotrofía para miristato dependiente de la temperatura
(auxótrofo 37 0~ y no a 24 OC). Al introducir la misma mutación en el gen homólogo de
O. albicans se construyó un mutante que resultó ser auxótrofo para miristato pero tanto a
2400 como a 3700 (Weinberg et aL, 1995).

2> Está descrito que en O. alb¡cans existe una frecuencia muy elevada de
recombinación (Kirsch et aL, 1990). Es posible que en alguna de esas recombinaciones se
produzcan estirpes en las que se hayan expulsado los alelos Oasecl4-1 o Oasecl4-7 y
que podrían tener ventajas selectivas, en las condiciones de selección y posterior manejo
de los transformantes, frente a aquellas cepas que mantengan los alelos mutantes en su
genoma. Esta eliminación de las mutaciones se podría producir en dos momentos:

A) Una posibilidad (figura 34A) apunta a que se produzca al forzar la
recombinación y expulsión del marcador Si esta recombinación ocurre, en todos
los casos, por las zonas que producen la expulsión de la mutación termosensible
<líneas rojas punteadas) no obtendríamos estirpes con los alelos mutantes en su
genoma. Estas tampoco se obtendrían si, aunque la recombinación se llevara a
cabo por todas las zonas posibles (líneas rojas y azules punteadas), las cepas que
portaran los alelos mutados no pudieran crecer en 5-FOA.
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E) Otra posibilidad seria que en alguno de los clones Ura- obtenidos tras la
selección en 5-FOA se encontraran, en un primer momento, los alelos
termosensibles pero ~.que éstos fueran posteriormente eliminados mediante
recombinaciones posteriores (figura 346, línea verde). Tras las posibles
recombinaciones mitóticas, en parte de la progenie las mutaciones termosensibles
podrían localizarse en el mismo alelo que se encuentra interrumpido (figura 34, 1),
o podrían 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 podrían tener ventajas selectivas frente a aquellas células que continuaran
portando los alelos termosensibles (figura 34, 2 ó 4).

A pesar de que en las estirpes termosensibles de O. albicans seleccionadas no se
encuentren los alelos Oasecl4-1 y Oasecl4-7, su estudio podría resultar provechoso ya
que, analizando su capacidad de filamentación, se comprobó que presentaban fenotipos
interesantes. Estos fenotipos incluyen patrones muy variados tanto en la morfología del
cultivo (predominio de levaduras o filamentos) como en el porcentaje de lisis a 37 OC (tabla
IX). De esto se concluye que hemos obtenido una colección de mutantes cuyo estudio
más profundo podría aportar datos novedosos sobre procesos celulares muy relevantes
en O. alb¡car>s, como son la transición dimórfica o los procesos relacionados con la
integridad celular cuyo defecto produce lisis a 37 Oc.

Es posible que existan diferencias entre las mutaciones de 3. cerev¡siae que
producen fenotipos termosensibles y las que puedan producir dichos fenotipos en
O. alb¡cans. Debido a ello, es importante destacar que, para construir mutantes
termosensibles en un gen definido de O. albicans, podría ser más efectivo mutagenizar
dicho gen al azar y comprobar el fenotipo producido por los alelos mutantes directamente
en O. albicans que intentar introducir en O. albicans la mutaciones similares a las de
3. cerevis¡ae. Por último, otro factor a tener en cuenta a la hora de estudiar fenotipos
termosensibles en O. alb¡cans es la temperatura restrictiva. El hecho de que la
temperatura óptima de crecimiento de esta levadura patógena sea de 37 ~Csugiere que
para comprobar la termosensibilidad en esta especie podría ser importante utilizar
temperaturas más elevadas (ej. 42 OC)

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

La aparición constante de nuevas herramientas para la manipulación genética de
O. alb¡cans, sugiere nuevas posibilidades para comprobar de una manera más
concluyente si un gen de esta especie es esencial para su crecimiento y viabilidad celular.

Por ejemplo los promotores regulables que bloquean la expresión de un gen en
condiciones de represión son herramientas válidas para esta comprobación. Se podría
construir una cepa de O. alb¡cans con un alelo del gen de estudio interrumpido y otro bajo
la regulación de un promotor de este tipo. Si esta estirpe solamente creciera en
condiciones de inducción nos encontraríamos ante un gen esencial. La carencia, hasta
hace poco tiempo, de genes indicadores que funcionaran en O. alb¡cans ha dificultado el

éstudio de la fuerza o regulación de los distintos promotores de los genes de esta
especie. Recientemente, se han descrito algunos promotores regulables pero que
mantienen un nivel de expresión incluso en condiciones de represión. Estos son los de los
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Otra estrategia factible, desde el punto de vista teórico, para comprobar si un gen
es esencial en O. alb¡cans consistiría en la utilización de cepas con tres auxotrofías.
Desde hace algunos años, existen cepas de O. albicans que presentan varías auxotrofías,
como O. alb¡cans 1006 (MPAI ser57 ura3 Iysl a¡’p4) (Goshorn y Scherer, 1989) o 1161
(MFAI ser57 ura3 Iysl arg4 gail) (Goshom et al?, 1992); sin embargo, estas estimes
habían sido obtenidas mediante mutagénesis, lo que implica la existencia de cierta
frecuencia de reversión. Recientemente se ha descrito la construcción de O. albicans
CNC43 (urn3t h¡slA arg5,6A) que al haber sido obtenida mediante interrupción de los
genes correspondientes no presenta problemas de reversión (Negredo et al?, 1997).
Debido a que los genes que complementan dichas auxotrofías también han sido donados
(Gillum et al?, 1984; Negredo et al?, 1997; Pía et al?, 1995), se dispone de una cepa en la
que teóricamente se podría cotransformar con tres DNAs que portaran tres marcadores de
selección diferentes. Esta cepa representa un herramienta muy versátil para la
manipulación genética de O. alb¡cans y una de sus aplicaciones podría ser comprobar la
esencialidad de los genes en esta levadura. Para ello (figura 35) habría que, en primer
lugar, interrumpir en esta cepa un alelo del gen de interés con uno de los genes
marcadores. Después, se podría cotransforniar con dos DNAs que portaran los dos
marcadores de selección restantes: un DNA lineal dirigido a interrumpir el segundo alelo
del gen de estudio y un plásmido que portara dicho gen y, de esta forma, complementara
su carencia. Si posteriormente se forzara la pérdida del plásmido y mediante sistemas de
contraselección adecuados (ej: 5-FOA) se pudieran seleccionar aquellos clones que lo
hubieran perdido, éstos solamente crecerían el caso de que no se tratara de un gen
esencial.

3. CaSecl4p ES LA PROTEÍNA DE C. albicans HOMÓLOGA A
Secl4p DE 3. cerevisiae.

Los resultados obtenidos durante la realización de la presente memoria indican
que la proteína CaSecl4p de O. alb¡cans es homóloga a Secl4p de 3. Cerev¡s¡ae tanto
por su función como por su secuencia. Esto se apoya en los datos expuestos a
continuación.

1> CaSecl4p comparte un 67,8 % de identidad con Secl4p de 3. cerev¡s¡ae. Los
porcentajes de identidad que comparten distintas proteínas de O. albicans con sus
proteínas homólogas de 3. 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 proteínas Secl4p de ambos organismos concuerda perfectamente
con la idea de que se traten de las proteínas homólogas en ellos.

2) CaSecl4p complementa el fenotipo del mutante termosensible CTY1-1A de
3. ceravis¡ae, cuando se encuentra codificada desde un plásmido multicopia (pLM1), así
como cuando se codifica desde un plásmido centromérico (peEN 1). En estos mutantes
puede existir proteína Sedl4pts de 5. cerev¡s¡ae y la proteína de O. albiCans podría, de
alguna manera, colaborar con ella en desarrollar su función a la temperatura no permisiva;
pero también es posible que CaSecl4p simplemente sustituya la función de la proteína
termosensible de 3. cerev¡.siae. Por otra parte, OaSEOI4 en un plásmido multicopia
también puede complementar un mutante de 3. cerav¡siae interrumpido en SEO 14, lo cual
indica claramente que la proteína CaSecl4p de O. albicans puede sustituir a Secl4p de
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5. cerevisiae en su función celular. De ello se deduce que CaSecl4p podría intervenir en
3. cerevis¡ae en la formación de vesículas de secreción a partir de las últimas cisternas
del aparato de Golgi de igual forma que lo hace Secl4p; es decir, a través de la
regulación de la síntesis de PC como se propone en el modelo del sensor (figura 7).

Tabla Xl. Porcentajes de homología compartido entre proteínas de C. albicens y las
correspondientes de 8. cerevis¡ae.

Gen de
e.. albicans

en de
5.. .cerev¡s¡ae

% de homología entre las
protefnas
correspondientes

Referenci

ADHI ADHI 85,1 (Bertram etaí, 1996)
OFRI STEI2 74 (Uu etal?, 1994)
MKOI 3LT2 55 (Navarro-García etel?, 1995)
SEOIB SEO 18 50 Nieto et al?, 1993).
PDEI PDEI 44 (Hoyeretal?, 1994)
SEO 14 SEO 14 67 (Monteoliva etal?, 1996)

Aunque, debido a la falta de un mutante de O. albicans en OaSEOI4, no podemos
saber su función real en esta levadura patógena, podemos suponer que CaSecl4p podría
intervenir, también en O. alb¡cans, en la formación de vesículas de secreción a partir del
aparato de Golgi tardío. Sin embargo, en O. alb¡cans existe otra proteína que está
relacionada con la función de Secl4p en 5. cerev¡s¡ae y parece no ser homóloga a
ninguna proteína de 3. cerevis¡ae. Dicha proteína está codificada por un gen que, en
multicopia, suprime el fenotipo termosensible del mutante de 5. cerev¡s¡ae CTY1-1A.
Distintos plásmidos, pLMI3, pLMI5 y pLM19, donados 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
homología suficientemente significativa con las secuencias depositadas en las bases de
datos (entre ellas el genoma completo de 5. cemv¡s/ae)(resultados no mostrados). Esta
proteína podría estar relacionada también con la función de CaSecl4p en O. alb¡cans y su
estudio más profundo podría aportar datos novedosos sobre la función de CaSecl4p en
la propia O. alb¡cans.

CaSecl4p y/o su relación con otras proteínas es ligeramente diferente en
O. albicans y en 5. cerev¡s¡ae, ya que CaSecl4p presenta una movilidad electroforética
menor cuando se detecta en O. albícans que cuando es detectada en 5. cerev¡s¡ae (figura
31>. Esto podría deberse a diferentes razones:

A> Por ejemplo, CaSecl4p podría sufrir algún tipo de modificación post-
traduccional, tal como glucosilación, que afecte notablemente al tamaño de la
proteína. Sin embargo, este proceso tendría lugar en O. alb¡cans pero no en
5. cerevisiae, ya que cuando se detecta en esta última levadura su movilidad es la
esperada. Por lo tanto, en caso de que se produjera algún proceso de este tipo,
éste se regularía mediante señales distintas en O. albicans y en 3. cerev¡s¡ae.

8> Otra posible explicación, no mutuamente excluyente con la anterior,
seria que CaSecI4p se encontrara unida covalentemente a otra proteína, de forma
que no se disodara en las condiciones desnaturalizantes del gel de poliacrilamida
utilizado. No es probable, por el tamaño de la banda detectada, que CaSecI4p se
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encuentre asociada a sí misma formando un dímero; sin embargo, es posible que
se encuentre asociada a otra proteína diferente. En ese caso, es posible que la
nueva proteína se tratara de la enzima colinafosfato dtidililtransferasa, sugiriendo
un mecanismo de acción similar al de Secl4p de 5. cerev¡s¡ae, o de cualquier otra
proteína de O. alb¡cans, en cuyo caso, su estudio podría ser de elevado interés.

4. LAS PITPs HUMANAS CUMPLEN LA FUNCIÓN DE Seci4p EN
S. cerevis¡ae.

El hecho de que Oa3EO14 se trate de un gen esencial, convierte a Sec14p en una
candidata adecuada para ser utilizada en la búsqueda de nuevos fármacos antifúngicos.
Debido a que una de las características más deseables en todo antifúngico es presentar
selectividad por su diana en la célula fúngica frente a las proteínas homólogas humanas y
evitar así problemas de toxicidad, se procedió a estudiar las posibles homologías entre
proteínas humanas y Secl4p.

Se considera que las proteínas de transferencia de fosfatidilinositol de mamíferos,
a pesar de no presentar una secuencia similar a Secl4p, realizan en las células de
eucariotas superiores la misma función que Secl4p en levaduras. Esto se apoya, como
ya se ha comentado en la introducción, en que además de presentar la misma actividad
bioquímica in vitm (Aitken et al?, 1990) y una masa molecular muy parecida, tanto Secl4p
puede sustituir a las PITPs de mamíferos en todas las funciones en que han sido
implicadas (ver figura 8) (Cunningham et al?, 1996; Hay y Martin, 1993; Ohashi et al?,
1995), como ambas isoformas de la PITP de rata son capaces de complementar, en un
plásmido multicopia, los defectos de crecimiento y secreción de un mutante de levadura
sec14~~. (Skinner et al?, 1993; Tanaka y Hosaka, 1994).

Para la posterior aplicación de CaSecI4p como diana en la búsqueda de nuevos
agentes antifúngicos puede resultar muy beneficioso que las proteínas humanas que
realizan su misma función no tengan una secuencia similar Esta diferente secuencia
refleja que entre ambas proteínas existirán diferencias que facilitarán la consecución de
fármacos que inhiban selectivamente la proteína fúngica. Como los datos existentes sobre
la capacidad de la PITPs de mamífero de complementar mutantes de levadura se referían
a proteínas de rata, parecía interesante realizar estudios de complementación con las
proteínas humanas.

Para ello, los genes que codifican ambas isoformas de las PITPs humanas fueron
amplificados y subclonados en un vector episómico bajo el control del promotor GALí.
Con estas construcciones se estudió la capacidad de las proteínas humanas de
complementar mutantes secl4 de levadura.

Se comprobó que ambas isoformas de la PITP humana, tanto la o. como la jB,
pueden complementar los defectos de crecimiento mutante termosensible de 5. cerevis¡ae
CTY1-1A (figura 33). Este resultado concuerda con los descritos por otros autores para
las isoformas de la PITP de rata.

Además, también se comprobó que ambas isoformas de las PITPs humanas
complementan la falta de crecimiento de un mutante de 5. Cerevis¡ae con el gen SEO 14
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delecionado. Este dato es de gran relevancia, ya que implica que estas proteínas son
capaces de sustituirla función de Secl4p en 5. cerev¡siae.

Los datos de Skinner y col. (Skinner et al?, 1993) son aparentemente
contradictorios con esta afirmación, ya que estos autores describieron que la PITPa de
rata no era capaz de complementar un mutante de levadura interrumpido en el gen
SEO 14. Para comprobarlo realizaron construcciones genéticas en las que el cDNA del
gen estructural de PITPa se situó bajo el control del promotor de SECI4. Dichas
construcCiones, en un plásmido multicopia, complementan a un mutante secl4
termosensible pero no a un mutante con el gen SEO14 delecionado. La explicación
sugerida por estos autores a esta falta de complementación era la reducida afinidad que
PITPa de rata presenta por las membranas de Golgi con respecto a Secl4p.

Dado que las isoformas a de las PITPs humana y de rata únicamente presentan
tres aminoácidos diferentes a lo largo de toda la proteína (bastante separados entre sí),
no parece probable que dichas proteínas sean lo suficientemente distintas para que exista
esa diferencia en la capacidad de complementación. Parece más coherente la idea de
que los distintos promotores bajo los que se regula la expresión de estas proteínas
puedan producir resultados diferentes. La proteína de rata se encuentra bajo el control del
promotor de SEO 14 que es constitutivo y la humana bajo el control del promotor inducible
de GAL 1. Esto implica que, en condiciones de inducción, podría haber un exceso de
proteína humana que no existiría en el caso de la de rata y podría deslocalizarse en los
alrededores del aparato de Golgi realizando así la función de Secl4p.

Para comprobar esta hipótesis habría que hacer estudios de complementación con
otras construcciones de la proteína humana con menores niveles de expresión, así como
estudios de localización 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 según el cual la isoforma PíTP~ realizaría las mismas funciones
que Secl4p in vivo, mientras que la isoforma PITPa estaría implicada en otro tipo de
funciones celulares (De Vries etal?, 1995).

El descubrimiento de la capacidad de ambas isoformas de la PITPs humanas de
complementar mutantes de 5. cerev¡siae interrumpidos en el gen SEO14 es de gran
relevancia, ya que, hasta la fecha, no existía ningún dato sobre la complementación de
mutantes secl4 interrumpidos por parte de la PITP~ de mamíferos y los datos que había
sobre la isoforma a indicaban falta de complementación. Aquí, por el contrario se aportan
datos que indican la capacidad de ambas isoformas de sustituir la función de Secl4p en
la levadura y, por lo tanto, apoyan la idea de que las proteínas de transferencia de
fosfatidilinositol de mamíferos son las homólogas funcionales de Secl4p en dichos
organismos.

Recientemente, se ha descrito la secuencia de un gen humano al que se ha
denominado SEO14L por compartir cierta homología en una zona de su secuencia con SEO14
de 3. cerevis¡ae (Chinen et al?, 1996). No se conocen datos a cerca de la función de Secl4Lp.
La comprobación de que SEO14L comparte mayor homología con las secuencias de otros
genes de otras especies (ORF YNO2 de O. elegans y el gen que codifica la proteína de
unión a retinal de “Japanese flying squid” o Todarodes pacificus, proteína que une ligandos
hidrofóbicos) que con SEOI4 de levadura, podría sugerir que la función de Secl4Lp esté
relacionada con la unión de algún tipo de ligandos hidrofóbicos. De esto se deduce que la
función de Secl4Lp puede no tener ninguna relación con la función de Secl4p, lo que
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concordaría con que la PITP es la proteína que realiza la misma función en células humanas
que Secl4p en levaduras.

5. CaSecl4p COMO DIANA PARA EL DESARROLLO DE NUEVOS Y
SELECTIVOS AGENTES ANTIFÚNGICOS.

Todo lo expuesto hasta el momento indica que CaSecl4p cumple muchos de los
requisitos deseables para considerarla como una buena diana que podría ser utilizada en
la búsqueda de nuevos fármacos con actividad antifúngica. Esto supone un interés
añadido a este trabajo ya que tiene, además del interés puramente básico del estudio de
este gen, una posible aplicación en la búsqueda de soluciones terapéuticas para el
problema de las candidiasis. Las características que presenta CaSecl 4p y la convierten
en una buena candidata para ser utilizada como diana son:

1) OaSEOI4 es un gen esencial para el crecimiento de la levadura.

2) Se encuentra en un número importante de especies de levadura: 5. cerev¡s¡ae
(Bankaitis et al?, 1989), K. lactis (Salama et al., 1990), 3. pombe (Bankaitis et al?, 1989>,
Y Illpolytica (Lopez et al?, 1994) y O. glabrata (EMEL data library). Además, las proteínas
Secl4p de todas estas especies presentan un porcentaje bastante elevado de identidad.
Todo ello, sugiere un elevado grado de conservación entre estas proteínas de las
distintas especies de eucariotas inferiores. Gracias a esta conservación parece posible,
utilizando Secl4p como diana, encontrar antifúngicos con un amplio espectro de acción.

3) Tiene una supuesta actividad bioquímica (transferencia de fosfatidilinositol y
fosfatidilcolina entre membranas lipidicas) que podría medirse mediante un ensayo
bioquímico in vitro (Aitken et al?, 1990). Esto permitiría ensayar in vitro la mayor o menor
potencia de inhibición, de dicha actividad bioquímica, presentada por la distintas
sustancias ensayadas en la búsqueda del mencionado antifúngico.

4) Las secuencias de las proteínas humanas que realizan funciones similares a
las de Secl4p, PITPa y PITPjI, no comparten ninguna homología con su secuencia de
aminoácidos. Este dato es de elevada importancia, ya que permite suponer que podría ser
relativamente sencillo encontrar sustancias que inhiban selectivamente la proteína del
hongo y no las humanas, evitando así futuros problemas de toxicidad del medicamento.

5) Las proteínas humanas PITPa y PíTP~ complementan mutantes de
5. ceravisiae interrumpidos en el gen SEO 14. Esta capacidad representa otra ventaja a la
hora de diseñar búsquedas de sustancias que inhiban selectivamente la proteína fúngica
frente a la humana, ya que permite diseñar numerosos sistemas de búsqueda de
sutancias antifúngicas selectivas in vivo. Los ensayos in vivo se realizarían
directamente sobre levaduras y permitirían detectar la selectividad de dichas sustancias
para bloquear la función de la proteína de levadura y no de la humana. Estos ensayos
conviene que sean lo mas sencillos posible y que se realicen en placas multipocillo, de
manera que sea factible probar cantidades muy pequeñas de un número muy elevado de
sustancias. Dos ensayos de este tipo, en los que las cepas adecuadas de levadura se
siembran en placas multipocillo, se inocula una sustancia a ensayar en cada uno de los
pocillos de la placa y después de la incubación según el crecimiento de las levaduras u
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otra característica de ellas podemos conocer la selectividad del compuesto ensayado, se
describen a continuación:

A> En uno de estos ensayos, se podría comprobar la actividad inhibitoria de los
diferentes compuestos frente a una única estirpe de levadura secl4A en la que se
exprese tanto la proteína de levadura como una de las isoformas de la PITP humana.
Para poder detectar la inhibición diferencial de estas dos proteínas por parte del
antifúngico, la PITP humana se podría regular bajo el control del promotor GALI (figura
36A) mientras Secl4p portaría su propio promotor. Así, Secl4p no se encontraría
regulado por las fuentes de carbono sino que su expresión seria constitutiva, mientras que
PíTP~ solo se expresaría con galactosa. En este caso, habría 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 únicamente con galactosa, estaríamos frente a un compuesto con la
selectividad buscada. Una estirpe con plásmidos que expresen ambas proteínas se
construyó durante la realización de este trabajo (SSCO3, punto 3.2.2. de los resultados),
pero se podrían construir otras cepas para optimizar un ensayo de este tipo: por ejemplo
se podrían integrar las construcciones de expresión de las proteínas Secl4p y PITPj3 en
el genoma o se podría expresar CaSecl4p en lugar de Secl4p.

B) En otro ensayo de este tipo, se podrían utilizar dos mutantes de 5. cerev¡siae
con el gen SEO 14 delecionado que pudieran sobrevivir gracias a la complementación de
la función anulada desde un plásmido que porten. En uno de los mutantes el plásmido
debería expresar Secl4p de levadura y en el otro una PITP humana (figura 366). Si estos
mutantes tuvieran el fondo genético y los plásmidos adecuados, uno de ellos podría
presentar colonias de color rojo mientras que las del otro serían blancas. Esta variación de
color se podría aprovechar para diferenciar fácilmente el crecimiento de ambas cepas y
permitiría inocular ambas cepas juntas en cada uno de los pocillos de la placa. Esto
representa una ventaja respecto al ensayo anterior porque la utilización de una única
placa multipocillo supone ahorro de trabajo y, sobre todo, de las sustancias a ensayar. Sin
embargo, el utilizar dos cepas distintas podría representar una desventaja respecto al
método anterior si éstas no presentaran igual velocidad de crecimiento, ya que esto podría
falsear los resultados. Después de la inoculación de la placa multipocillo con las distintas
sustancias y de la incubación adecuada, se detectaría 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 encontrarían las sustancias que nos interesan, ya que se habría
bloqueado la función de la proteína de la levadura y no la humana. Algunas cepas
adecuadas para realizar este ensayo ya están construidas. Así la estirpe CTY5S8
(secl4Al::HIS3/pCTYII), en la que el plásmido porta el gen SEOI4 de 5. cerev¡s¡ae, es
de color rojo cuando crece en condiciones limitantes de adenina, mientras que las estirpes
55C12 (secI4Al::HIS3/pYPla) o 55C13 (secl4Al::HIS3/pYPlp) en las que los plásmidos
llevan las proteínas humanas, forman colonias de color blanco (figura 366). También, para
realizar el ensayo directamente sobre la proteína de O. albicans, se podría sustituir en
CTY588 el gen SEO 14 por su homólogo de O. alb¡cans.

Como estos ensayos, se pueden diseñar muchos otros (con distintos promotores
regulables, distintos genes indicadores, etc.) con los que se facilite la búsqueda de
inhibidores selectivos del crecimiento del hongo. De esta manera, podrían encontrarse
algunas sustancias para utilizar como compuestos “cabeza de serie» y de su optimización
para uso clínico podría surgir un fármaco con buenas características para tratar el
problema clínico que representan las candidiasis.
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De todos los datos expuestos a lo largo de la presente memoria se puede concluir
que, además de haber estudiado las características intrínsecas del gen SEO 14 de
C. alb¡cans y la proteína que codifica, se ha comprobado que dichas características lo
convierten en un candidato adecuado para explorar su posible utilización como diana en
el desarrollo de nuevos y selectivos agentes antifúngicos. Estos fármacos podrían
colaborar en la erradicación del problema clínico que actualmente supone la candidiasis o,
incluso, podrían ser utilizados para el tratamiento de otras infecciones fúngicas que cada
día están adquiriendo mayor relevancia.
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CONCLUSIONES

1. La donación del gen OaSEOI4 de O. alb¡cans, mediante complementación
funcional del fenotipo termosensible de un mutante secl4ts de 3. cerevíslee, permitió
comprobar que dicho gen de O. albicans es el homólogo funcional de SEOI4 de
5. cerevis¡ae.

2. CaSecI4p es una proteína de 301 aminmoácidos que comparte un 67% de
identidad con Secl4p de 5. cerevisiae, asi como porcentajes similares con los genes
homólogos de otras levaduras relacionadas. Por tanto, la proteína Secl4p de O. alb¡cans
es homóloga estructural de SEO 14 de 3. cerev¡s¡ae

3. OaSEOI4 es un gen esencial para el crecimiento y viabilidad de O. alb¡cans, ya
que no es posible obtener cepas de este organismo delecionadas en ambos alelos de
dicho gen.

4. La detección de CaSecl4p con anticuerpos frente a la proteína Secl4p de
5. cerevis¡ae demuestra que dicha proteína presenta menor movilidad electroforética
cuando es expresada en O. alb¡can.s que cuando se expresa en 3. cerev¡siae. Esto puede
ser debido a diferencias en la maduración o en la asociación con otras proteínas.

5. El alelo mutante del gen SEOI4 de O. alb¡cans secl4-1, obtenido mediante
POR, se comporta como un alelo termosensible cuando se expresa en 5. cerev¡siae.

6. Las isoformas ay j3 de la proteína humana de transferencia de fosfatidilinositol y
fosfatidilcolina (PITP) son capaces de complementar el fenotipo termosensible de
mutantes seC14~~ de 5. cerev¡s¡ae y de sustituir la función de Secl4p en estirpes de
5. cerevisiae con el gen SEO 14 delecionado, a pesar de no existir homología entre la
secuencia de dichas proteínas y SecI4p de levaduras. Por lo tanto, ambas isoformas de
la PITP humana son homólogas funcionales a las proteínas SecI4p de levaduras.

7. CaSecl4p presenta algunas de las características deseables para ser utilizada
como diana en la búsqueda de nuevas sustancias antifúngicas efectivas que no
presenten problemas de toxicidad.
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Codingfor a PutativeEssentialFunetion
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TheyeastSECJ4geneproduct is requiredfor the transportof proteinsfrom theGolgi complex.Wc haveclonedthe
homologousCandidaaíbicansSECJ4gene(CaSECI4)by funetionalcomplementationof aSaccliaromycescerevisiae
thermosensitivemutant, secI4~’. SorneputativeTATA boxes havebeenidentified in CaSECI4 and, contraryto
5. cerevisiaeSEC14, no introns werefound in the Candida homologue.Sequenceanalysisrevealedthat CaSecl4pis
a 301 aminoacidprotein, 67%identical to 5. cerevisiaeand Kluyvero¡nyceslactis Secl4p,and61% identical to the
300 amino-terminalresiduesof Yarrowia h>olytica Secl4p. Hydrophaticprofile analysisof CaSecl4psuggestsa
soluble protein without transmembranedomains,as hasbeendescribedfor the 5. cerevisiaecounterpart.While it
was easy to disrupt one allele of SECJ4 in C. albicans, repeatedattempts to disrupt the second allele were
unsuccessful,thus suggesting that thegenecould beessentialfor vegetativegrowth in C. albicans.The sequencehas
beendepositedin the EMBL data library under AccessionNumberX81937.

KEY WORDS — SECI4; Candidaaíbicans;protein secretion;pathogenicfungi; PI-IP

INTRODUCTION

Protein seeretionis anessentialprocesscarriedout
by ah living celis. In eukaryotes, the secretory
pathwayplays an essentialrole in cellularphysiol-
ogy, involving an initial translocationevent of
proteinsacrossthe membraneof the endoplasmie
reticulum(ER) followed by transportfrom theER
to the Golgi apparatusand to the eclI surface.
In thc model yeastSaccharomycescerevisiae, this
proeess has been genetically analysed through
¡solation of differcnt mutants (see) specifically
defectivein definedstepsof the protein secretion
pathway (Novick el al., 1980). Since these sec
mutations affect membrane biogenesisand ccli
surfacegrowth, which are processesessentialfor
normal ceIl growth, mutantshavebeenobtained
displaying a conditional lethal temperature-
sensitive phenotype:at the non-permissivetem-
perature(37”C), they accumulatedifferent types
of intracellular organellestructures(such as the
ER and secrctoryvesicles)and the proteins that
would normally be secreted remain inside the
celí, frequently associatedwith thc accumulated
organelles.

*Correspondingauthor.

One of these mutations in the SECI4 gene,
secI4tS, blocks the transport of proteins at the
yeastGolgi eomplexlevel (Bankaitis ci al., 1989).
Gene disruptionexperimentsindicate that SECI4
is an essentialgene for 5. cerevisiae vegetative
growth.The discoveryof homologuesof this gene
in Kluyveromyces ladis (Salama ci al., 1990),
Schizosaccharomycespo¡nbe(Bankaitisel al., 1989)
and Yarrowia lipolyíica (Lopez er al., 1994) is
consistentwith the important role attributed to
the eorrespondinggene product. Por example,
although in Y lipolyíica Sec14pis not an essen-
tial protein, it is assumedto play a role in the
dimorphic transition of this fungus. Biochemi-
cal work has established that Secl4p is a
phosphatidylinositol/phosphatidylcholinetransfer
protein (PI-IP) (Hankaitis el al., 1990) that
localizesas a periphcratGolgi membraneprotein
(deyesel al., 1991). In its phosphatidylcholinc-
bound form, Sec14p repressesthe CDP-eholine
pathwayin yeastGolgi membranesby inhibiting
choline-phosphatccytidyítransferase, rcgulating
in this way the lipid compositionof the mcm-
branesami making them funetional for secretion
(Skinnerei~aL, 1995).The importaneeof Sec14pis
demonstratedby thc reeentisolationof rat cONAs

CCC 0749—503X/96/I11097—09
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Table 1. Strainsused in this study.

Strain Rclevantgenotype Sourceor reference

5, cerev,s¡ae
CTYI-IA MATa ura3-52/Ahis3-200lys2-801””’ secJ4~]~s Salamaeta! (1990)

E. coli
DH5aF’

MCIO61

K-12 A(lacZYA-argF)~,
69supE44rbi-] recAí codAl

bsdRl7gyrA re/Al (qSOlacZAMlS)F’
araDl39A(ara-leu)7697 A(Iac)X74galtigalKsíraA

Glover (1985)

Navarro-Garciaeral. (1995b)

C. albicans
1006
1001
5C5314
CAI4
CNC2O

CNC2I

MPAI serS7urai lys] arg4
Wild typefrorn CECT,ATCC64385
Wild type
ura3A::inim4j4/ura3A::imm434
ura3A::imm434lura3A::imm4J4
CaSECI4/casecl4A::hisC-CaURAS-hisc
ura3A::imni434Iura3A::imm434
CaSECI4/casecl4A::hisG

Goshornand Seherer(1989)
Gil eta)? (1988)
GiIlum eta! (1984)
Fonzi audIrwin (1993)
This study

This study

coding for phosphatidylinositoltransfcr proteins
that complcmcntsecl4mutations in 5. cerevisiae
(Dickcnson el al., 1989; Tanaka and Hosaka,
1994) and a humanphophatidylinositoltransfcr
protein whosesequenceis very similar to [he rat
proteins (Dickcnsone? al., 1994). Recently,a role
for ah [hese FI-TP, including mammalianand
yeast proteins, in secretoryvesicle formation has
beensuggested(Ohashie?aL, 1995).

Interest in [he study of essentialfunctions of
Candida albicans at [he molecular level has in-
creasedin recent ycars becauseof [he elevated
incidenceof Candida infections amongindustrial-
ucd countrics. To date, C. albicans is the most
common cause of fungal infections in immuno-
compromisedpatients,being responsiblefor [he
development of infections in almost 90% of
[hese patients at sorne point during [he course
of thcir discase(Dupont el al., 1992). Currently,
few antifungal drugs are available anó [hese
haveimportantside-effectswhich ofien limit [heir
therapeutic usefulness. hiere, wc describe thc
cloning and characterizationof [he C. albican»
SECJ4 gene homologue and demonstrateits
essentialfunction in [lis organism.Our datasug-
gcst [bat Sccl4p could play an importantrole in
[he pathogenicfungus C albicans and it may
[herefore be usedasa promising novel antifungal
target.

MATERIALS AND METFIODS

Strains, mediaandgrowíh conditions

The strainsaudplasmiésusedin this work are
deseribedin Tables 1 and 2 respectively.The
constructionof [he C albicans1001 genomicDNA
library hasbeendescribedbefore(Navarro-García
el al., 1995b). Eseherichiacoli strainsDH5a and
MCIOÓI wcrc used for standardplasmid amplifi-
cation, grown at 37’C in Luria-Bertani (LB) or
tcrrific broth (TH) medium supplementedwith
100 j.tglml for plasmid selection.

Electroporation (Bccker and Guarente,~1991)
was used for amplification of plasmids isolated
from ycast. 5. cerevisiaeand C. albicansstrains
werc routinely grown in YED mcdium(1% ycast
cxtract, 2% glucose)or in SU minimal mediurn
(067% ycast nitrogen basewithout amino acids,
2% glucose) supplcmentedwith the appropriate
auxotrophic requirements. The filamentation
ability of C. albicans strains was tested in Lee’s
medium(Lee e? al., 1975).

DNA ¡nani~ulauions

AH DNA manipulationswerccarriedout essen-
tially according[o standardprocedures(Ausubel
el al., 1993; Sambrookcl aL, 1989).PlasmidDNA
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Table 2. Plasmidsusedin this study.

Name Descrip[ion Source

pYEUra3 5. cerevisiaecentro¡nerjcplasmid Clontech
pLMI Original plasmid isolatedin the screcningcarrying an 8 kbp insert with CaSECI4 This study
pLMIa A YEp352derivativecarrying a 4 kbp HindIII-BamHII fragmentfrom pLMI This study
pLMlb A YEp352derivativecarrying a 4 kbp HindIII-HindIíI fragmentfrom pLMI This study
pCENI A pYEUra3derivativecarrying a 34 kbp SpeI-SpeIfragmen[ from pLMI This study
pLYI A YEp352derivedvectortha[ con[ains a 2~1 kbp EcoRI-EcoRIfragment(which comprisesThis study

mostof [he CaSECJ4ORF but lacks a fragmentC-terminalcorresponding[o 14 amino
acids)into the EcoRI.restric[ion site

pLUI A pUCI9 derivativecarrying [hesameEcoRí-EcoRífragmentaspLYI into [heEcoRI This study
res[riction site

pSLK2 SK Bluescript wi[h the BamHI site fihled wi[h Klenow enzymeand religated This study
pSLK3B pSLK2 deriva[ive with a 34 kbp SpeI-SpeIfragmen[ carrying CaSECI4insertedat [he This study

SpeIrestriction site
pLIS4 pSLK3B derivativein which the internal 05 kbp AvaIII-BamHI regionof CaSECJ4has been mis study

replacedwith [heBamHI-Bgl1I fragmentcentaining[hebisO-CaURA3-hisGcons[ruc[ion

was isolated from 5. cerevisiaeby a procedure
describedelsewhere(Polaina and Adam, 1991).
Southernhybridization analyseswere carriedout
using[he NonradioactiveLabelingand Detection
Kit (BoehringerMannheim)underhigh-stringency
eonditions (680C) in positively charged nylon
membranesfollewing [he manufacturer’sinstruc-
tions. Polymerasechain reaction (PCR) analysis
was carried eu[ in a Perkin-Elmer Cetus DNA
[hermal cycler. Pulse fleid gel electrophoresis
(PFGE) and Seuthernhybridizations were used
te map[he CaSECJ4 genein 1001,1006andWO-1
C. a/hlcans karyotypes (Navarro-Garcíael al.,
1995a).

Genetietransfor,nationprocedures

E. cali was routinely transforrnedaccording[o
the methodof Hanahan(Glever, 1985)except for
the recovery of plasmids frem yeast, in which
electroporationwasusedsincei[ gayesignificantly
higher frequencies. 5. cerevisiae was normally
transformedby [he lithium acetatepro[ocol (Ito
et al., 1983). For the screeningof [he C. albicans
genelibrary, however,electroporationwascarried
eut using an Elec[roCell Manipulator 600 (BTX
Laboratories).Aliquots of 400 H1 of electrocom-
petent celis (Becker and Guarente, 1991) were
subjec[ed te 1400 V for 5 ms,resultingin approxi-
mately i05 [ransformants/gg DNA, which were
selectedat 370C on minimal medium. C. albicans
transformationwas done following the standard
protoplastprocedure(Herrerose? al., 1992).

Candidagenedisruption

Disruption of [he CaSECI4genewasachieved
by [he two sequentialtransformatienprocedures
describedby Fonzi(FenziandIrwin, 1993).pLIS4
(see Table 2) was digestedwith SpeI andused [o
transform C. alhicans CAI4 strain, ob[aining
CNC20,a transformantin which [he chromosomal
CaSECJ4 gene was correctly replaced with
[he CaSECI4-hisG-URA3-hisG-CaSECJ4cassette.
CN21, a Ura derivativeresulting from an intra-
chromosornalrecembinationstep,wasselectedas
described(FenziandIrwin, 1993) exceptthat first,
05 mg/ml 5-FOA and 25 pg/ml uridine were used
la [he final selectionrnediumand,second,prior te
5-FOA selection,cells weregrown in liquid YED
medium supplementedwith uridine at 30’C for
48 h. The genotypesof both Ura (CNC20) and
Ura (CNC21) transformantswere checkedby
Southernblot analysisand PCR. In [bis case,[he
specific oligonucleotides:Isecí (5’-GTCTAAGTA
GrFGAACArrGATA-3’), which hybridized te
C’. albicans DNA close te [he CaSECI4 recom-
binant reglen; Ohg 1 (5’-GTTTTCCOCCATCG
CAATCAGGC-3’), which hybridized te Salmo-
nella hisG gene and Oura3cr (5’-GTGTAA
CGAATCAATGGCACTACAGC-3’), which hy-
bridized [o C. albicansURA3genewereused.

DNA sequencingandhomologyanalyses

A set of nested deletions was constructedin
plasmid pLUL using [he ExonucleaseIII Nested
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casEc?4

Banif ir
SoeI

EcoRI

a — —

—= —

Plasniids complementation of
cTYI-IA

pLMI +

pLM1a

pLMIb -

pCEN1 +

pLYl +

Figure 1. Restricrionmap of CaSECI4locus andDNA subfragmentscornplementingthe
thermosensitivephenotypeof S. cerevisiaeCTYI-IA. DottedblocksrepresenttheCaSECI4
ORF. CompIementa~ionof theCTYI-1A strain was analysedby transformationwith the
indicatedplasmids.Restrictionsitesmarkedwith (*) arederivedfrom Yep3S2polylinker.

Deletion Ki[ (Pharmacia),with SmaI as pro-
[ected.termini aud Psi! as unprotectedtermini.
Fluoresceinatedoligonucleotideswere designedto
sequencespecific regions not covered by the pre-
vsous strategy. Plasmid DNA was purified from
E. colí [ransformants with Qiagen (Diagen,
Hilden, Germany)and sequencedwith an Auto-
mated Sequencer(ALF, Pharmacia)accordingto
Sanger(Sangerel al., 1977) with fluoresceinated
primees.Sequencingwas carriedout in the Auto-
matic DNA SequencingUnit of this University.
Sequencecomparisonsand homologieswere per-
formedwith [he FASTA algori[hm (Pearsonand
Lipman,.1988).

Enzymatic assays

Acid phosphataseand exoglucanaseactivities
were studied iii C. albicans CAI4, CNC2O and
CNC21 strainson agar platesaccordingte pub-
lishedprotocols (Cid er al., 1994; Meyhack el aL,
1982).

RFSULTSAND DISCUSSION

CloningofC. albicansSECI4gene

A C albicans genomic library constructed in
the mul[icopy plasmid YEp352 (Navarro-García
el al., 1995b)wasscreened[o determinewhethera
sccl4tSmutation in 5. cerevisiae(strainCTYI-1A,
secl4-I) could be func[ionally complementedby
a C. albicansgene. Approximately 4 x io~ trans-

formants were screenedby electroporation (see
Materíals and Methods) and 34 cloneswere ini-
tialIy identified by [heir ability te grow a[ 37”C.
Only four transformantswere further character-
ized. One ou[ of four of [hese transformantswas
ableto grow after 3 daysof growth underselective
conditions (37’C) and hence were fully comple-
menting clones. The remaining [hree appeared
af[er 5 daysas slow-growingcoloniesandpresum-
ably had C. albicansmulticopy suppressorgenes
whose characterizationis curren[ly under way.
Upen retransformation the plasmid recovered
from [he first transformant,named pLMI, was
confirmed te beresponsiblefor thethermoresis[an[
phenotype.A standardrestriction analysisallowed
us te establish[hat it displaysan insert of 8 kbp
(its restrictionmap is shownin Figure 1) aswell as
defining a32 kbp SpeI-S’pelinternalfragmentstill
able[o complementtbe thermosensitivepheno[ype
of 5. cerevisiaeCTYI-IA, evenin the centromeric
plasmidpYEUra3 (Clontech).

Sequenceanalysisof IheCaSEC14gene
A 1330bp fragment was sequenced (see

Materials and Me[hods; EMBL accessionnum-
ber X81937). Analysis of [his region (Figure 2)
revealed an open reading frame (ORF) of
903 bp able [o cede for a 301 amino acidsprotein
displaying extensivehomology with 5. cerevisiae
Secl4p (Figure 3a). This gene was named
CaSECI4.

¡lina u’

Banj-II

SpeI ~~¡4
EcoR

—

— O.SOkb
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O E 5 0 y 5 0 D O L •L L K O V O P 54 R O

~ 1260
FE Fío PEO E C PR A Y NI -

COTACACACACACLAACATACATACACCAZCI~.áCCACOCACACCACA 1320
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Figure2. Nucleotidesequenceof CaSECI4and deducedprotein. PossibleTATA boxes
are highlighted by bold print. Tbe CaSECJ4sequencedata are available froin the

EMBLIGen Bankdata librariesunder ihe accessionnumber X81937.

Hydropha[ic profile analysis of [he CaSecd4p no apparentsplicingsiteswithin [he Candidagene,
suggestsa solubleproteinwithout [ransmembrane in contras[ o S. cerevisiaeand Y lipolyrica homo-
domains,ashas beendescribedfor i[s 5’. éerevisiae logues, which sugges[s [he absenceof introns.
homologue. Computer-assistedanalysis of this Absenceof the last 14 residuesof CaSecl4pdoes
sequenceusingthe consensusboxes for 5’. cereví- not impair i[s biological funetionas determinedby
siae genesidentified two putativeTATA boxes(in restriction and func[ional analyses(Figure 1 and
boid Figure 2) a[ positions +215and +256of [he Table2).
nueleotidesequence,a s[op codon(TAA) and[he The amino acid sequenceof CaSecl4pshowed
presenceof a 3’ terminal region enrichedin cy[o- 67% iden[i[y with 5’. cerevisiae Secl4p as well
sineandadenineresidues.In[eres[ingly, therewere as with K lacris Secl4p and 61% with [he 300
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CaSecl4p MTTMTTEEILASYPQITAPTDQTOYTSNLTPEQKTTLOIFRQQLTELOYK50

ScSec14p MVTQQEKEFLESYPQNOPPOALPOTPONLDSAQEKALAELRKLLEDAOFI50

K1Secl4p MVSEQE-- ILESYPQVGPSOSLSOTPONLDSEQEARLKEFRELLESLOTK48

ScYKJ1p MTT--- -SILDTYPQICSPNALPOTPONLTKEQEEALLQFRSILLEKNYK 46
* * ***

CaSecl4p DRLDDASLLRFLRARREDIQKAIDMFVACEKWREDLOVNTILKDFHYE - 98

SoSecl4p BRLDOSTLLRFLRARKFDVQLAKEMFENCEKWRROYOTDTILQOFHYD - 98
KlSecl4p ERLDOSTLLRFLRARRFOLEASKIMYENCEKWRKEFGVDTIFEDFHYE - 96

SCYKJ1p ERLDOSTLLRFLBARRFDINASVEMFVETBRWREEYOANTIIEDYENNRE 96

*

CaSecl4p - - - -EKPIVAKMYPTYYHKTOKDORPVYFEELOKVDLvRl4LKITTQgp.~4L 144

ScSecl4p - - - -EKPLIAKFYPQYYHKTOKDORPVYPBELOAVNLHEMNKVTSEERML 144

RlSeol4p - - - -ENTLVAKYYPQYYHKTDNLORPVYIEELGSVNLTQMYKITTQERML 142
SGYKJ1p ABDKERIKLAKMYPQYYmIVDRDORPLYFEELGGINLKRNYKITTBKQML 146

* ** ** ** * * * * **

GaSecl4p RNLVVJEYEAYGQYRLPACSRKAOYLVETSCTVLDLSOISVTSAYNVIOYV 194

ScSecl4p KNLVVJEYESVVQYRLPACSRAAGHLVETSGTIMDLKGISISSAYSV1.¶SYV 194

KlSecl4p KNLVWEYEAFVRYRLPACSRKAOYLVETSCTILDDKOISISSAAQVLSYV192

ScYKJ1p R1ftVKBYELFATYRVPACSRRAOYLIETSCTVLDLKOISLSNAYI4VLSYI 196

CaSec14p REASKIOQDYYPBRI4OKFYLINAPPGFSTAFKLFKPPLDPVTVSKIHILO 244
ScSec14p REASYISQNYYPERMGKFYIINAPFOFSTAFRLFKPFLDPVTVSKIFILO 244
K1Secl4p REASNIGQNYYPBRMOKFYLINAPFOFSTAFRLTKPFLDPVTV5KIFILO 242

ScYKJ1p KDVADISQNYYPERMOKFYIIHSPFOFSTMFKMVKPFLDPVTVSKIFILC 246

CaSecl4p YSYKXELLKQIPPQNLPVXFGGM5DVSDOD--LLLKDVOPWROPEFIGPE 292

Sc5ec14p SSYQKELLKQIPAENLPVKFGOKSBVDESKGGLYLSDIGPWROPKYIOPE294

KlSEcl4p SSYQKDLLKQIPAENLPKKFQOQSEVSEAEGOLYLSDIGPWREEEYIGPE292

ScYKJ1p SSYKKELLKQIPIENLPVKYOGTSVLHNPNrRPYYSDIGPWRDPRYIOFE296

CaSecl4p OBCXRAYNI 301
ScSocl4p OEAPEAPSM----K 304

K1Secl4p OEAPKAFQL 301

ScYKJ1p OEIPNIFGKFTVTS 310

Sed 4p candida alb¡cans 100

Sed 4p Saccha~omyces ce~ev¡s¡ae 67

Sed ‘Ip K¡uyveromyces ¡actis 67

Secl4p Varrowia llpotytica 61

YKJ1p 5. caTe visiae (ORF YKLOQ le) 59.1

Secl4p caenorhabd¡t¡s etegans 12

Figure 3. (a) Amino acid comparisonbetweenC. albicansSecI4p (CaSeeI4p)and Secl4pof
other organisms:S. cerevislee(ScSecl4p),Kluyveromyceslacas (KlSecl4p) andthe hypothetical
protein YKJIp of S. cerevisiae(SeYK.Jlp). Identical amino acidsare denotedby (*) whereas
similar residuesaremarkedby (4 (b) Dendrogramanalysisof CaSecl4pwith related proteins
from other microorganisrns.Numbers indicate the percentageof identity betweenCaSeel4p
and the homologneprotejo.
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(a>

BgIIl,0 EcoJjl,1732 BanhHl, 4030

—
bisO CaURAS hisO

* 4
Oh Ouracr Ohgl

Ec 1, 67
• Spel,281 BamMI 04

EcoRI,0 Av 1,1476 S .3398

*
lsecl SECI4

Probe

Recombination region

— 500 bp

(b>
1 2 3

3.2kbp—*
2.9 kbp—>

2.1 ~p—*

Figure4. CaSECi4deletionstrategy.(a) Strategyusedror the deletionof
one allele of the CaSECI4gene in C. albicans CAI4 (¡ce Materíals and
Methods).The 05 kbp AvaIII-Ban,HI fragmentof the CaSECI4gene was
deleted and substitutedby the htsG-CaURA3-hisGconstruction(pLIS4).
The construetionwas digestedwith SpeIto generatetherecombinantDNA
that wasusedto transformtheCAI4 strain.The locationof the oligonucle-
otide primers Ohgl, Oura3crand¡sed usedin PCRaniplification techeck
therecomhinantsis shown.Theprobeusedto checkthegenereplacementby
Southernblot analysisis alsoshown.(b) Southernhybridizationanalysisof
genomicDNAs fron, strainsCAI4 (lane 1), CNC2O (lane2) and CNC2I
(lane 3) digestedwith EcoRlusing the21 kbp EcoRIprobe.

amino-terminal residuesof Y. lipolyrica Secl4p
(Figure 3). CaSecl4palso shares59~1% identi[y
with the YKLO91c ORF presentin 5’. cerevisiae
ebromosomeXI, whosefunc[ion is still unknown.

Thesedatademonstratea high degreeof conserva-
[ion amongtheprimary structureof fungal Secl4
pro[eins. However, CaSecl4p has no significant
sequencehomology with othermamrnalianPI-TPs
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(Dickenson ci al., 1989; Tanaka and Hosaka,
1994) despite the abili[y of [bese proteins [o
complemen[ a yeastsecl4” mutation.

Chromosomallocalizarion of secl4

CaSECJ4mapped[o cliromosome5 of C. albi-
cans 1006 strain and te ebrornosomes2 and 4 of
C. albicans WO-l strain (data not sbown). This
implies tha[ CaSecI4localizesto the SM fragment
of cliromosome in the 1006 s[rain (Chu el al.,
1993).

Consrrucrionof a SECI4/secl4Ahererozygore

For functionals[udy of CaSECI4,we at[empted
[o disrupt [his gene by the usual s[epwise pro-
cedure (Fonzi and Irwin, 1993). Strain CAJ4
(ura3A::imm434/ura3A::imm434) was intergra-
tively transformedwith ageneconstructin which
the fragment>lvaIIJ-Baml-H of the CaSECI4 gene
liad been replaced by tbe bisO-CaURA3-hisG
cassetteand [his was digested with SpeJ. Eigh[
transformantswere checked by PCR wi[h two
pairs of oligonucleotides; namely, Isecí and
Oura3cror IsecíandOligí. Isecíhybridizes[o the
region adjacentto the recombinationsite while
Oura3cr hybridizes wi[h the C. albicans URA3
gene(seeFigure 4). Six of [besecloneswere seen[o
carry [he correctsubstitutionthat deleted[he first
allele. Oneof [hem, namedCNC2O,waschosenfor
recoveringthe initial auxo[rophy by intracbromo-
somal recombination,by meansof 5-FOA coun-
terselection.Ten Ura— revertantswerecheckedby
PCR andeight of them were seen to baveunder-
gone [he desired intrachromosomalrecombina-
[ion, [bus yielding strain CNC21. CNC2O and
CNC2I werealso checkedby SouthernbIot using
a 21 kbp EcoRJ-EcoRIprobe(Figure 4).

Attempts [o disrup[ the secondallele were car-
ried out by [rausformation of strain CNC2I, a
Ura rever[ant of [he firs[ transformation.Ihe
samecons[ruct was usedfor [lis secondtrausfor-
mation bu[ we could not iden[ify any mutan[
strain with the second allele blasted among 60
transformantscheckedby Southernblot. We inter-
pre[ bis resul[ as meaning that CaSECI4may
be an essen[ial gene in C. albicans as welI as in
.5’. cerevisiae.

la orn experience,deletion of only one of [he
[wo allelesof a particulargenein C. albicansmay
lead [o sornekind of alterationin [he phenotype,
suggestinga potential effect of gene dosageor
sornekind of polymorphismin the two alleles.We

haveobserved[bis par[icular effect in [he caseof
single deletants of [he gene MKCJ (Navarro-
Garcíael al., 1995b).1-lowever, [bis does no[ seem
[o be [he case of CaSECI4. The phenotypic
dharacterizationof strainsCNC2OandCNC2I did
not indicate any significan[ alteration in [he
pat[ern of grow[h or hypbae formation (data
not shown).ThesesingleCaSECJ4dele[an[ strains
(CNC20, CNC2I) and CAI4, were also ana-
lysed with regard [o [beir secretion ability by
measuring[heir capaci[y te export exoglucanase
and acid phospha[asewith negativeresul[s. We
are curren[íy obtaining several SECI4 [hermo-
sensitivealleles which should allow us te test the
role of protein secretionla pathogenicfungi and
fur[her [est lis usefulnessas a potential antifungal
targe[.
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INTROUUCTION

C’andida albicansis a dimorphic pathogenicfungus
frequently encounteredas a commensalof [be
humandigestivesystemandvaginal tract. C. albí-
cansinfectionshaveincrcaseddramaticallyduring
[he last two decadesdue [o severalfactors such
as immunosuppressiVe treatments, long-term
catheterization,broad-spectrumantibiotieuseand

*Correspondingauthor.
ThiS article is dedicatedlo our children br alt thetimedevoted
to C albicausandnot lo thai,.

longer survival of irnmunologically compromised

1677 índividuals.56371214’231’299 Tbe infections pro-
1679 duced range from [he superficial to [he systemic.
1679 The latier type is mainly observedin individuals
1679 wíth immunologicaldeficienciesand representsan
1680 irnportantclinical problem.Althougb otherprom-
1680 ising targetsare beíngexploredby pharmaceutical
1680 dustries$67899[he [herapeutie arsenalcurren[ly
1681 available in clinical practiceis mainly limited [o

membersof the polyene and azole familiesZ980
1681 In sorne cases,these antibioties suifer from low
1681 specificity (which often results in important
1682 side-effects) and inadequate pbarinacokinetics.
1683 Furtherrnore,[he developmentof antifungal resist-2! 109 20! 243 248 297ance ‘~‘‘ is clearly pointing to-

wards the necessity of finding new antifungal1684 198295
targcts.

1684 Another interestingfeatureof C. alhicans is its
ability to grow in at least two different rnorpho-

1685 logical forms, either as a mycelium or as a yeast
1686 celí (Figure 1). Such a transition is induced in
1686 response to several enVironmental conditions,
1689 such as [he pH or temperature,or difTerent com-
1690 pounds,such as N-acetylglucosarnine,proline or
1691 serum. C. albicans is Ihereforecalled dimorpbic,
1691 although other additional morphological forrns

havealso beenfound.200In addition[o [be intrin-
sic biological interest of [his differentiation pro-
gram, [he ability [o switcb betweena yeas[ and
a byphal mode of growth is susuected[o contrib-
ute to its pathogenicity.5320222 Sorne mutants
altered in [he ability te carry out [lis change
haVe a reduced virulence, whule others are still
vírulentY’’242

For [he aboVe reasons, [he importance of
C. albicans as a model of patbogenieyeast has
increasedin recentyears. l-Iowever, [he deVelop-
ment of molecular genetics in C. alhicans was
largely hampered by its diploid nature and
absenceof a sexual cycle.20<>258262The pioneer

CCC 0749—503X/96/I21677—26
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Figure 1. Morphology of Cajidida al/flecos. Scanning oloctron mi.
croscopyof C. a/hircoscelís.In (A), tho appoaranceof ñlarnentsobíainod
afta induction of s¡ationaryphasecelis with sorun, for 5 h at 3TC is
shown,whilo a (B), vegetativoyoast-likecefis aro shown.

work of sornelaboratorioslcd in tbe 1980sto [he
developmentof mutant strains and parasexual
genetics,while the developmentof integrativeand
autoreplicativevectors’42’43 first enabled its mol-
ecular genetie manipulation. Now, almost 10
years later, there are niany moro groups inter-
ested in this fleld, and there has been an enor-
mous increaseboth in the numberof publications
on C. albicans molecular biology and in gene
sequences deposited in international data II-
branes.As an example, 930/ of [be C. albicans
174 sequenceeiitries in [he EMBL Gene Bank
(July 1996) were depositedafter 1990. Saecharo-
mycescerevisiaehas been shown [o be an excel-
Ient modol organismin C. albicansresearch,since
many C. albicans geneswere shown [o be ex-
pressedin this genetically malleablemicroorgan-
ism. It is, bowever, still nocessary [o dex’elop

many genetie tools that facilitate molecular
approacheswith this pathogenicyeast.

Ibero are a numberof excellent reviews about
C. albicausbiologyandgenetics.’44”45’47.164228258

In addition, a very useful WWW Server on
C. albicans Researcb(hllp:/lalces. med. umn. cc/u!
candida. html) has been createdby Ur Scherer
(Univorsity of Minnesota,MN, USA), in which
C. albicans geneties,physical mapping, sequence
data and other useful C. a!bicans resourcesare
constantly updated. In this review WC will first
bniefiy summarize the work on classicalgeneties
(mutant isolation, parasexualgeneticsand ebro-
mosomalreorganization),and[ben coneentrateon
sorneof tbe general strategiesfor gene isolation
and tho molecular tools being developed in
C. albicans, e.g. transformation systems, gene
disruption strategiesandgenereportersystems.
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CLASSICAL GENETICS

C. alhicansclassical genetioshas played a very
¡mportantrole during lastdecadeandmay still be
useful for performingsornekindsof genetioanaly-
scsi4’ As [here are sornecom~rehensivereViews
dealingwith this subject, , , 7258 wbich sbould
be consultedfor moredeptb,we will concentrate
only entboseresults[bat are morereleVantfor [he
understandingof Candidagenetics,altboughmore
recentdatawill also be included.

C. albicans diploidy was deduced from [he
determinationof UNA content203and [he kineties
of reassociationof denaturedtotal DNA.232 In
addition,it wasfound thatmanyélinicat isolatesof
C. alhicansdisplayeda stronglybiasedspectrumof
auxotrophicmutants following uttraviotet (UV)
ligbt irradiat¡on,305’307a fact that was interpreted
as [heconsequenceof [henaturalheterozygosityof
many C. albicans strains for sorne loci and [he
induction of mitotic crossing-ox’erby Uy irradia-
tion. This hypothesiswasconfirmed later from [be
analysisof eithersectoredcolonies,obtainedafter
Uy treatmentof putative natural heterozygotes,
or revertants of mutants isolated by chemical
mutagenesis324’226305’308

Mutan1 isolation

Tbe diptoid natureof C. albicans explains the
difficutties in mutant isolation,sincemost mutant
alleles are recessive and a mutant phenotype
sbould [herefore be homozygousin order te be
expressed.After mutagenesisof a C. albicans
wild-type strain (+1+), a mutant heterozygete
strain (+1—) is generated,which must be ren-
dered bomozygous (— 1—) by spontaneousor
mduced(mainty with the use of UV irradiation)
mitotie recombination. Atternatix’ely, ano[her
mutagenietreatmenten the he[erozygote eould
producean apparentlyhomozygousstateby gen-
eratinga secondniutation in [he remainingwild-
type allele.

A number of different mutagenicagents bave
beenused te obtain C. albicansmutants;the most
cenimonbeing Uy irradiation, N-methyl-N-nitro-
nitrosoguanidine, ethylmethane-sulfenate and
nitreus ~ I27,í28225,2~3 Severalmutant enrich-
ment proceduresfor auxotroplis were devetoped,
like [he ones based on awphotericin B treat-
ment224 inositel starvation and folate path-
way inhibitors.’02 In addition, morphologieal
mutantswereisolatedusingdifferentialenrichment3084
teehniquesbaseden filtration.

Using [bese procedures, a wide range of
nutritional auxotrephswere isolated (including
amine-acid, £urine~ pirimidine and vitamin
auxetrophs).22 Mutants resis[ant [o drugs aud
other grewth inhibitors like nalidixie acid98

5-fluorecytosine,302nikkomycin Z,317 baeilysin,206
polyenes,23’’’0”37’212cerulenin,’’’ azoles,’’0’243caf-
feme253aud vanadate’67havealso beenobtained.
In additionte [beseprocesses,colonial variantsof
C. albicans,”9’241’267 morphoio~icalmutantsun-
able te produce hypbae, myceliar and

84116220
pseudomyceliar mutants and mutan[s
affec[ed in celí walt208’265 and plasmamembrane
func[ionality212’264 have been obtained. Other
typesof mutantsinclude thosealtered in u;otein~
asesecretion,’49mitechendrialfunotien, cyto-
clirome P-450 functien,’0’215 alactose assimi-
lation,92 chitobiase production~25 and absence
of certainsurfacedeterminants.34303

Atthough molecular pretocels haVe replaced
classical mutant isolation in C. albicans, these
mutantsmay proVide a seurceof hoststrains for
[he direct elening of genesin C. albicans, as was
[he case for auxotropbie mutants,93’94’216and
especially in those processeswbere 5. cerevisiae
aud C. albicansare clearly different.

Parasexualgenelies

Proto~lastfusion of C. alhicanshasbeenwidely
used’’’~~’94’27176~211’225~256and aH publishedpro-
tocelsareverysimilar, involving [he useof calcium
saltsand polyethyleneglycol.

Protoplast from strains [o be analysed [bat
present appropriate markers (normally auxo-
trophic markers)can be fusedte producehybrids
selectedin a medium that does net allow [he
growth of parentalstrains. Two kinds of cotonies
[bus appear on [he regenerationplates: fast-
grewing stable colonies that correspondte uni-
nucleate tetraploid hybrids (probably resulting
from [he nuclear fusien of both parentals[rains)
andslow-growingmultinucleatecotoniesor heter-
okaryons that are unstable en complete me-
diurnA56 On selectivemedium, [beseslew-growing
coleniesdevelepfaster-growingsectorsthat could
be tetraploids or aneuptoids.254255’2”Hybrids
are stable; bewever, [he loss of chremosomes[o
restere[he diploid s[ate can be inducedby hea[-
shocktreatment’07er uslngmethyl benuimidazele
carbamate, which interferes witb micretubule
funetionality.’1Thereforea fulí parasexualcycle of
C. albicanscan be induced(2n x 2n .— 4n .-. 2n).
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Spheroplastfusion hasallowed[hecharacteriza-
[ion of importantprocessesin C. albicans,such as
adenine biosyntbesis,51’~65-fluoreytosine, ceru-
lenin and echinocandinresistance’41”76’301’302306
and [he dimorphic53’84’99andwhite-opaque[rau-
sitions4’268Anotherapplicationof [he parasexual
geneticsystemhas been[he performanceof link-
ageanalysis’07223’224’226and at least five linkage
groupsweredefined(reViewedby Poulter222)prior
te [he developmentof pbysical maps(see below).
The parasexualsystem can also be applied [o
charaeterizeclinical isolates.94

Therefore, in spite of [he important develop-
ment of moleculargenetics,which will bedescribed
in [his paper,parasexualgeneticscanstill eontrib-
ute te C. alhicansgeneticresearch.

0 ALBJCANSKARYOTYPE VARIABILITY

C. albicans chromosomal reorganization may
representan importantalternative mechanismof
geneticvariability in a diploid organism[bat can-
not use melotie recombination.C. albicans’ un-
stablegenomeis well documented,as well as [he
karyotypiedifferencesbetweenstrainsandisolates
[bat were observedfrom [be first analyses.8”’3”78
Initially, [he C. albicanskaryotypewas estimated
te comprisea rangeof 7 te 14 bands.’23”61’16878
Since 1990, much effort has beco expended[o
describeand understand[he genemeof C. albi-
can».258In [he last5 years,datafavouring[he idea
of 16 funetional units (eight pairs of homelogeus
ehromosomes)61”23”51’294’312and approximately
33 Mbp of genomie UNA43 hayo accumulated.
Using pulsed-Ijeid gel electroplioresis (PFGE)
techuiquessuchas CHEF, ROE,TAFE, OFAGE
or ROE,27 as weIl as Southernblotting [o assign
genesandprobeste [he bandsseparatedby elee-
troplioresis, it was ~ossible[o constructa simple
linkagemap.’23”61’2 4,312 A realphysical audgen-
etiemapof O allilcan» cliromosemeswasobtained
later through [he eleetrephereticseparation of
fragmentsgeneratedusing [he rare-euttingende-
nueleaseSf1. Probosand geneswere assignedto
[beseSf1 fragmentsand [besefragments[o eaeh
ebromosome,conforming a completemap of two
C. albican» strains,1006 and[he highly karyotypi-
cal reorganizedWO-l .‘~ The impertanceof these
Sf1 fragmen[s is shewn by [he fact [bat other
strainssucb as 1012, FC1S or 1177 ([he parental
strain of 1006 used In [he O. albicansmapping
projectdevelopedat MinnesotaUniversity41)shew
similar Sf1 digestion patterns.43 Furtbermore,

[hese data have allewed [he construction of
physieal maps of otber strains.’9’ However, te
date,[he involvementof Sf1 fragmentsin genome
reorganizationhas only been shown for strain
1183.12

Nomenclatare of chromosonies

Chremosomesin O albicansare namedusinga
numbering system establishedat [he first ASM
Conferenceen Candida and candidesisin 1987.
It labels them from 1 (largestchremesome)te 7
(smallest chromosome),’62 with chromosomes
bearing the ribosomal UNA (rUNA) cluster
labelled as R. Ueviations from [bis ‘standard’
cbromosemepatternare numberedin [he follow-
ing way: cliromesemessmaller [han ehremosome
7 are called snc (supernumerarycbromosome)’m
andhomologeusebremosomesdiffering in size are
denetedas .5 or with an asterisk(*)43 Never[he-
less, otherau[hors preferreda distinctnumbering
systemusing letters (H [o A),’5’ remannumbers
(VIII [01)241 or arabienumbers(8 te 1)294 or (1 te
8)40.4261123 In tbis werk, we will use [he ASM
agreement(R [o 7) te lahel [he cliromosomesof
O. albican».

Karyotype¡nodfficaíions

The reasonsfor Candida karyotypevariations
are largely unknown, but modifications can be
attributed [o selectionof certain celí populations
in different environments,such as new carbon

238
seurces, presenceof antifungals213er, simply,
difYerent humanbody niches.’3 Other karyotypic
ehangescannot be attributed [o any particular
reasonandseem[o arisespontaneously.240’288The
enormeuskaryotype variability among strains,
andex’en amongcoloniesfrom [he saínestrain,has
been[he leil motiv of karyotype research,which
tríes [o link [hesevariations[o changosin diverse
pheno[ypic traits. Modifications of colonial aud
cellular mor

3phology,
230239.241’288antifungal sus-

ceptibility,2’ human infectivity,’78213 carbon
238.312 . ¡48

seurceassimila[ion and virulence in mice
hayoshownsornerela[ionsbip with [he reorganiza-
tion of [he ebremosomes,bu[ bey do not explain
it completely.505314([he parentalstrain of CAI4,
curren[ly invelved in a sequencingprejec[) seems
[o hayo a largorehromosome70(similar in size te
[he R

1 cliromosomefrom WO-1 strain)netpresent
in CAI4 and otherdifrereneeslo an intermediate
ebromeseme(F. Navarro-García;L. Menteoliva,
unpublishedobservations).This example shews
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[bat an alteration in [he cbromosemepattern
could be due to the manipulations needed for
molecular biology experimentsand, apparently,
may net implicatechangesin phenetypictraits.

The main ebromosomalalterationsare the R
ebromesernesize variatien and recombination
between non-homolegeuschromosomes.162Size
alterationin the R cbromesemecan be explained
by the presenceof rDNA, a factorthat is involved
in unequalcrossing-overeventsduring the mitotic
cycle in 5. cerevisiae280292 and Neurospora
crassa233’236As 87% of spentaneousC. albicans
mutantsshowalterationsin R cbromosomesize237
and 10% of the progeny of a celí can change
[he electrepboreticmebility of [bis ebromeserne
after l5~enerationsdue te variations in rDNA
repeats, some autbors do net consider these
alterations[o be important.238Others, bowever,
are ableto show a correlationbe[ween high fre-
quencymorphology switching and tbe instability
of the R chromosome.230

Recombination events between non-
homelogeuscliromosomesare net yet explained,
but it is clear [bat chromesemes2, 4 and 7 are
[he most unstable.43”22’230’294 Initially, several
piecesof evidencepointed toward a relatienship
betweenRPSs(repeatedsequencescemposedby
sequencerepeats(172bp, al?) [bat containssmall
repeated fragments of 29 bp (C0M29)) and
karyotype variation. Sorne lines of evidencesug-
gest that RPSscould act as ‘recombinationunits’
rn C. albicans: first, RPSs are present in ah
cbremesomesexcept in chromesome3 (number4
aceording te Cbindamporn et a!42), [be most
stable cbromosomein [he C. albicans genome;
second, tbere are several Sf1 sites in [he alt
sequencesand [bird, C0M29 shows similarity [o
tbe X attacbmen[ site and the site where DNA
lnVersion/crossing-oVertakes place in bacteria,
both being specific recembinationsites.40”22Re-
cently, [bese authors suggestedthat RPS could
function as a centromeredue te its middle posi-
tien in cbromesome5 (number642), its similarity
te tbe structure of sequencesbelieved te be in-
volved in centromericfunctions in bumansand

42its presencejust once in eacb cbromesome.
Nevertbeless,[he possible relationship of Sf1
fragmentswith recombinatien events does not
favour [lis idea, as DNA fragmentsnear the
centremeresuifer less recembinationthan distal

222
fragments. In addition, RPS was unable [o
improve [he stability of [he C. albicans vector
pMK22 in C. albicans.42

Renjarks

Thereare severalreasonsfordevelopingaphysi-
cal and genetic map of C. alhicans. First, it
can help te elucidatethe structureof C. albican»
dhromosomes,41”75still peorly understeod,as well
as te discover new elements [bat can stabilize
extracbromosomalplasmids. Second,the study of
reorganizationbetweennon-homologeuscbromo-
sornescan sbed ligbt en the unknewn fleld of
mitetic recombination in C. albicans.40”2’43”22
Third, It representsa useful epidemiological toel
ín clinical surveysof infections, for instance[he
discrirninationof new azele-resistantC. albicans
strainsin azole-treatedimmunocompromisedmdi-
viduals’63’213 or even in distinguishing C. albicans
frem other Candida sppY Feurtí, it will help [o
understand[he real connectionbetweendliremo-
sorne rearrangementsand phenotypic dhanges.
Fifth, assignmentof geneste chromosomescan
help te improve [he parasexualgenetics of C.
albicans and [he developmentof specific done
libraries from eachof [he cbrornosemes.44Finally,
it rnust be empliasized[bat pbysical and genetic
mappingstrategiesare necessaryprior [o the total
sequencingof [he genorneof an organism,as has
been shown in the caseof 5. cerevisiae62’86and
Horno sapiens.’’8””

An additional advantageof [he use of a ‘stan-
dard’ strain fer molecular biolegy studies (like
CAI4,70 wbicb still lacks a completemap), would
be te diminish [he influence of karyotypemodifi-
cationson phenotype.TIe isolatienof C. albicans
genes invelved in DNA recombination60ceuld
lead te the developmentof strainswitb reduced
karyotypicinstability,an importanttask for future
years in C. albicansgenetics.

UEVELOPMENTOF A TRANSFORMATION
SYSTEM IN C. ALBICANS

C. albicanstransformation

The developmentof a genetic [ransformation
sys[em was ene of [he major goals [o achievein
C. albicans geneticmanipulation.We will fecus
bothen the transformationprecedureitself aswell
as [he developmentof plasmid vec[ors, semeof
which are histed in Table 1.

Severalstrainshavebeenused[brough [heyears
as geneticbostsfor autorephicativeor integrative
transformation (see belew). The most usual
markerhasbeenura3 found in SGY243,’33 lOO6,~~
cMD71685 or CA1470 Tíere exist s[rains with
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Table 3. C. albicans autoroplicative transformation
vectors.

Name ARS Genemarkers Ref

pRC3925 ARS2 URA3, LEU2 31
pCR2312 ARS2 URA3, LEU2 32
plO4l ARSI URAS 93
pIllO ARSI URAS,ABG4 93
pI 109 ARSI UBA3, >11<04 93
plll3 ARSI LIRAS, LYSJ 93
pl334 ARSI LIRAS, LYS] 93
pEH7 ARS3 TCMI 104
pCARSI ARSI URAS 132
pMK22 ARSI LIRAS 143
pAN8 ARS2, ARS3 ARGS,6 194
pCB4 ARS2 >11912 204
pRMI ARS2,ARS3 URAS.LEU2 216
pRMIO ARS2,ARS3 URAS 216

Noto: ARS sequencesaro numborodchronologically,thorofore,
ARSI roferste theCARSsoquencoisolatod by Dr M. Kunz,’

43
ARS2to ARS obtainedby Dr R. Cannon”andARS3 lo Dr E.
Herreros.’

other markers such as ade2 (SGYI29 133
hOG300226)or, very recently,args,6 (CNC44’94).
Strainsbearingdeublemarkersare net cemmen
bu a few havebeendescribed,such as SGY484
(uraS leu2),’32 792-WC3 (uraS ade2)88 and
RMIOOO (ura3AhislA).’94 Strainswith morethan
twe auxetrophicmarkersare 1006 (ura3 lysl arg4
serSZMPA J),94 1161 (uraS lysI arg4 serS7gal]
MPA1)~~ andCNC43 (ura3A hisiA argl.6A).’94

Pretoplast formatien using the celí wall lytic
preparationszymelyaseor glusulaseis tbe most
common and efficient. transfermation system
used in C. albicans genetics. The procedure
used is essentially similar [o [be ene used in
8. cerevisíae,’08 with several miner modifica-
tions.3’ 93 104 i 42.144 c albicans proteplasts (or
more accurately,spheroplasts)are norrnally pro-
paredfrorn exponentiallygrowing celis, since [be
celí wall from stationaryphasecelís is moreresist-
ant te lytic enzymesandrequireslongerdigestion
perieds.In sornecases,an expressionperiod after
UNA entryprior [o pouringen selectivoplatoshas
beenincluded to allow efficient expressionof re-
sístancegenes;’~[bis stepseemste be unnecessary
whencomplementingnutritional deficiencies.Thc
s[renger natureof C. albican»sphereplasts,ablete
regeneratedirectly en [he surfaceof agar platos
supplementedwith osmoticsupport, probablyre-
flects [hestrongernatureof [be C. albicanscelí wall

and [he fact that completeprotoplast formation
is not necessaryte achievecempetence.Electro-
poratien,despiteits recombinegenicnature,’06is
wideíy used in 8. cerevisiaegenetics.16Whiíe it is
pessiblete use electroporationin genedisruption
me[hods26204289 the efficiencies achieved are
much lower (10- te 100-feld) [han [bose obtained
with protoplas[ formatien. Combined protecels
involving partial preteplast formation and
eíectroperation—alreadydescribed in 8. cerevi-
siae129 and ethcr fungi35—increasesignificantly
[he efficiency of electreporationof intact cells.3
Litbiurn chíeride’20260was initially consideredte
be largely ineifective in C. albican». Ibe develop-
ment of distinct modifications82 hayo, however,
enabledits use in C. albican» genedisruptien58’55
(a detailedprotocol by U. Sanglardis axailableen
tbe C. albicans Server). It presentsthe advantage
of usingintact celís and [he numberof transferm-
antsobtainedis sufficient fer many purpeses.The
use of cenjugation100’1>’or glass beads-mediated
transformation52hasnot beenreported.

Integra?ivelran.y/ormation

Integrativetransformationwasfirst describedby
Kurtz. Using a plasmid bearing [he (1 albicans
ADE2 gene, homologeus recembinatien was
forced with integration of plasmid sequencesin
C. albican» b00300 genome.’42Since then, rnany
greups hayo used integrative transforma-
[ion. 7,20,3] .70.88,92.95.133,144,193.194.25I Uespiteits low
transforma[ion frequencies (0.5 te 10 trans-
fermants/~g UNA, dependingen [he strain and
method used), [his system is preferred for [he
introductien of stable genetic traits. This system
hasevenbeenused recen[ly lo library screeningin
C. a!bicans25 te searchfor genesinvolved in Ihe
dimerphicprocess.

Thereare no systematicrepor[s enfac[ors infiu-
encing recombinatienin C. albicans. Althougb
homelegeusrecembinatien is frequent, non-
hemologeusrecombinationcan also take place,
resulting in integration of [he UNA at different
locatiensin [begenome.The [ransformatien meth-
odologyused,[he specificgenelocalizationand[he
size of flanking recembinationregions are sus-
pected[o play a role. It is alsepossiblethat, similar
[o Candidaglahraíta,48[heamountof UNA usedin
[he transformationinfluences[he final UNA desti-
nation within [be celí, with a tendencyte integrate
at non-homolegeussites when usingan excessive
arnount of DNA. It has been. reported that
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integrationat [he wbite-specific locus WHJI is 4.5
[o 7 timesmere frequent in white versusopaque
spberoplasts,while integrationat an epaquegene,
PEPÍ, is 30 times more frequent in opaque
spboroplasts.Tbe frequencyof homologeusinte-
grative transformation,[bus, also seemste corre-
late with [be transcrip[ional statoof a particular
gene.277

Autoreplicativeveclor»

Wbule integrative transformatienís an ímpOrt-
ant teol for [be generatienof s[ablo transfermants
andtbe developmentof genedisruptionstrategies,
an autoreplica[ixre transformatiensystemis desir-
ablegiven its superiorversatility in DNA recovery
and library screening. Tbe absenceof natural
plasmidssimilar te [be S. cerevisiae2~ plasmid, in
U alhicans, and [be fact that 8. cerevisiae21.1-
derivedsequencesde not prometeautoreplicative
transformatienin C. albicans,haslcd [o [he useof
a cemmons[rategy previeuslydevelepedin etber
fungal systemsfor the isolatienof Autonomously
ReplicatingSequences(ARS). Tbesesoquencesare
supposed te representchremesomalreplicatien
eriginsen tbe basisof [heir subcellularlocalization
(nuclei), temporal replication(5 pbaso)andspac-
ing in cbromosomes(30 te 40 kb in 8. cerevi-
siae).196 In any case,[bey are defined as a UNA
sequencewbicb, whenpresenten plasmids,allews
their autenomeusreplicatien aud increasesthe
frequencyof transformationtwe te feur erdersof
magnitude.’’5’281’282TransformantsbearingARS-
containingvectorscanbe identified en tbe basisof
[beir tendencyte lose [he markerin [heabsenceof
selectivo pressure(mitotic instability) and [heir
maintenanceas non-intogratedfreo plasmidsable
te be recovered upen transfermatienin other
microbial celís(nermally .bscherichiacali celís).

Tbefirst describedARSsequence(calledCARS)
was iselated by Kurtz and colleagues.143Tbese
authorsconstructeda C. albicansgenelibrary en
a pBR322-derivedVector centaining [be ADE2
marker [bat was screenedin a C. albican» ade2
strain,loeking for clonesfulfilling [be two criteria
described aboye. This led [o [be identification
of a 0.35 kb .Rsal fragment, wbich increasedtbe
frequency of transformationup te í03 trans-
formants/~g of DNA. Plasmidseontaining [bis
ARS frequently multimerized as head-to-tail re-
peats143[bat gayerapidly growing transformants,
sugges[ing an inofficient initiatien of replicatien
andlorsegregationof nen-multimerizedplasmids.

An increase in [be size of extrachromosomal
sequencosmay improve [heir mitetie stability, as
describedin 8. corevisiae.105Vectorsbaseden this
ARS hayobeon used [o transferrnC. tropicalis.247

Shopherd’s group described [he iselatien of
a second ARS (hero called ARS2) througb its
replicative preperties in [he heterelegeusbes[
S. cerevisiae.31 The frequoncy of transformatien
ebtained with [bese plasmids is about ío3
transformants4tgDNA, similar te CARS-derived
plasmids. Twe kinds of transformantswero eh-
tained: integrative transformants,witb seven te
eight copies por diploid genomeand replicative
transformants,wi[b twe te tbreo copies por celí.
The usofulnossof [beseplasmidswasdemenstrated
by [be censtructionof derivativoscentaining[he
C. albicansADE2 and APrA genes.32In additien
[o [boir replicativepreportiesin C. albican», [hese
plasmidswerealseable[o replicatein 8. cerevisiae
maintaining lo—ls copiespor baploid genome.32

Usinga similar strategy,Herreroscl aí isolated
a [bird sequencepromotingreplicativetransforma-
[ion, using[he 8. cerevisiaeintegrativevectorYIp5
and [be £ cerevisiaeURA3 marker.’64 Tbis ARS
activity (boro called ARS3) was cenfined te a
687 bp fra~ment in which feur 11 bp consensus
sequencos were feund. Plasmidsbearing [bis
fragmentworealseablete replicate in 8. cerevisiae
as well as U. albican» celís. Ibe frequency of
transformatienwas abeut i0~ transformants4tg
DNA. An interestingpropertyof [bis ARS is its
capability te promete autenomeusreplication
without [he formatienof multimers [bat needte
be resolved by 8. cerevisiae transferrnation.93
Recently,a new set of plasmidshasbeenobtained
in wbich [beselast twe ARS elementsbave been
joined in a single vector. Tbeseplasmidsde not
significantly increase[he overalí [ransformation
frequencybut [bey increasetbe copy numberand
stability, tbus facilitating tbe use of U. alhicansas
genetichest in directgenecloning.216Similar syn-
ergistie offocts of two copiesof an ARS sequence
bave been describod for [he woak 8. cerevisiae
rDNA ARS.’39 Although heterologeus ARSs
in 8. cerevisiae are not func[ienal in many
cases126,172,196 [he plasmidsbaseden U. albican»
ARS2 and/or ARS3 replicate in 8. cerevisiae,
[bus adding versatility te [heir use in cloning
experimonts.

It must be s[a[ed that [he developmentof a
transformatiensys[em usinga deminantselectable
markoris an importan[ geal in order te efficiently
manipulatowild-type strainsdevoid of nutritional
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labIo 2. C. albicans libraries in 5. cerevisiaecloning vectors.

Vector
C. albicansgenomicDNA

seurce(treatment) RoL Sorneclenedgenes

YEp24 CBS562(ATCCI8SO4) RamHI, 4 HIS4 PTR2’4

YEp352
YEp24
YEpI3
pYSK35
pRS2O2
YRp7
pEMBLY-23

partially er totally digested
WO-l (partial Sau3AI)
C792 (partial Sau3A)

SC5314(partial Sau3A)
B792 (ATCC36803)(partial Sau3A)

1006 (partial Sau3A)
ATCCIO23I (partial Sau3A)

WO-l (partial BamHl-HindIII)

22
59
85

69, 266
155
158
161

CEKJ3’
EF-359

URA3,85TRP],2<’4 ADE2,’4 LJGI,’5 ERG7’34
ENO],’7’ TS,266BENN (MDRI)69

CPu!, CPH2’55
ACTI,’5’ URA3,’38 INO! ~ SAPI’”

KREI,2’ ArDH,’14 PALI ¡18!
pEMELY-23
YEp352
pYEUra3
YRp7
YEpI3

WO-1 (partial Sau3A)
1001 (partial Sau3A)
1001 (partial Sau3A)

ATCC26555
8792 (ATCC36SO3)

164
193
192
197
235

MKCI,’93 SECI4,’8’ HOGI’46
HIS4’9’

SEC]8’9’
ARO3,209RBPI,68PIJE!,’” CDC25,8’

CDC3, CDC/O’8
YEp24
YCp5O
YEp35I

124 (partial Sau3A)
ATCCIO26l (partial Sau3A)

1F01060(partial Sau3Ai)

263
269
283

CDC2826’
PMMI,’69 PKCI,20’ FMI],270 TEF34’

CHSIA,’84 CHS328’

markers.C. albican» is normally resistant[o many
of the substancesnermally used for selectienin
ethertypesof colís, sucbas0418 erhygromycinB
(cited in Kurtz cí aL 44) or sulphamides(J. Pía,
unpublisbed ebservatiens).The only deminant
selectionsystemdoscribedso far’~ madeuseof a
trichodermin resistanceribosomal TCM] gene.74
Its structural (ribosomal) and not enzymatic
nature required significant levels of expression
te cenfer resistance(8 ~tg/ml) using autoreplica-
tive x’ecters. Mycophenelic resistance,whicb has
recently been cbaracterized,’40may be anotber
useful dominantmarker.

The studiesdoscribedaboye indicate differont
global featuresconcerningARS-dorivedplasmids
(Table 1). Thoseplasmidsare normallypresentin a
lew cepy number(still far from tbe copy number
obtainedwith [he 8. cerevisiae2 ~tmplasmid) and
can multimerize or recombinewith [he genomo
leadingte diflicultios in geneticanalysos.It is clear
that more efforts are still required towards [he
constructienof suitableplasmid vectors.Ibe fact
that plasmidsbaseden ARS2 andlerARS3 repíl-
cate in 8. cerevisiaesimply refiects the way [hoy
were isolated (in a heterologeushost), but tbe
isolationof a novel U.. albican»ARS in U.. albicans
may allow identification of higbly efficient se-
quences. In addition, novel genetic olements
(telomeres,centromereser otber stabilizingDNA

sequonces)could be isolatedusing [bis appreacb.
The isolation of centremereshas, so far, beon
unsuccessfulin C. albicans.Hewever,theconstruc-
[ion of improved plasmid x’ectors is an important
task for tbe development of more versatile
U.. albican» genotictools in [he futuro.

GENERAL STRATEGIES FOR ISOLATION
OF U.. ALBICAN8GENES

Isolation using5. cerevisiaoor C. albicausas Me
geneíichas?

Complemontationis eno of the mest frequent
strategiesfor gene isolation in C. albican». It
presents [be advantageof leading te [be iso-
lation of a functional geneticolement and allews
[he charactorizationof a particular pbenotype.
U.. albicans genes are nermally expressed in
8. cerevisiae,altbough [be inverso is not nermally
true.144 It is therefore not surprising tbat many
genes hayo been isolated througb [he use of
8. cerevisiaeas a genetic host and gene librarlos
preparod in 8. cerevisiae vectors (Table 2). It
was first tbougbt that only highly functienally
conserved nutritional genes could be isolated
using [bis approacb. Hewever, in addition te
nutritienal and otber metabolio biosyntbetic
genes,485”’3.134,136.142.207.235,266 genes invelved in

J. ¡‘LA ETAL
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carbon assimilation131 poptido transport,’4’59
18,69,22

drug resistance, ~‘ UNA metabolism,6’5celí
cycle,87’263signal transductien,46’55’93’246’3’’pro-
tein secrotien’83’197and etber collular precessos
haveboeniselatedusingthis precedure.Tbeexist-
ence of a defined8. cerevisiaemutant is, [hen, a
helpful geneticteel te iselate [be cerrespending
U.. albican» bomelegue. However, 8. cerevisiae
wild-typo celís can be used as hosts in gonetic
screoning,baseden[be ox’eroxpressienof a defined
gene product, which allew tbo identificatien of
novel phonotypesin the beterolegeushestsuch as
multidrug resistance69and pathegenicdetermi-
nantssucbas adhesionor invasien,amongethers.

Complementationof E. coli mutantshasbeena
successfulappreachte [be cloning of U.. albicans
genesin sornecases.Ibo isopropylmalatedebydro-
genase(LEU2)’24 and [he dibydrofolatereductase
gene72bavebeenisolatedusing[bis appreacb.Tbe
U.. alhicans URA3yenealse cornplementstbe E.
coli pyrF mutatíen, but, fer example,U.. albicans
HISJ does not complementa hisG mutatien.216
The availability of a largo numbor of E. coli
mutants9and its easeof manipulationmakes[bis
an attractiveandstraigbtforwardapproach.How-
ever,It is not a generallyusefulsystemduete tbe
lack of expressionof U.. albican» genesin E. cali
and could require [he developmentof suitablo
U.. albicanscDNA librarlos in prokaryoticvectors.

Altbeugb it is evidont that 8. cerevisiae is an
excellont sbuttle organism for U.. albicans gen-
etics, net alí U.. albican» functions could be
analysedin [bis species. Twe examplesare [he
dimerpbic transitien and pathogenicity. £
cerevisiae can grow ínvasively en certain
nitrogen-starvedmedia86 and sorne genes in-
volved in tbe mating Patbwa?alse take part in
[bis difierentiatien program. In fact, in U..
albican»,homelogeusgenesplay a rolo in byphal
formatien.’52 However, when tbis reute is
blecked in U.. albican», tbe colís are still able te
inducehypbal formatienin responsete serum,’55
thus indicating [be existonceof additienal path-
wayspromotingbypbal formation whicb, te date,
bayo net been feund in £ cerevisiae. Alse,
altbough certain 8. cerevisiae strains be
virulent in certain experimentalmodels,25”7 ít ís
gonerally regardedasa safenon-patbogenicyeast
(GRAS). tJsing [bis approacb,tbe isolatienof U..
albicans genes involved in virulence ceuld be
difficult or oven impossiblo. Ibo whito-opaque
transition is anetber interesting processwbose
analysismust be undertakenin U.. albicans.272’273

Frem [he analysesof [be clonedgeneste date,
slight differencoscanbe feundbetweenU.. albican»
and8. cerevisiaein somefeatures.Fer examplo,in
addition te deviation from [he standardgenetic
cede (seo below), [be ceden usageis dilTerent.24
The existenceof intronsin U.. albicansgenesis not
frequent,similar te [he situation in 8. cerevisiae,
and [he prosonce of intrens is not necessarily
conservedbetweenhomelogeusgenes.’83Introns
hayobeenfound in [be genesfor actin (AU.TI),’57
j3-tubulin TUB2,27’ calmodulin (CMD])252 and
the D•MU.I/LIMIS melosis-related hemologue
DLHJ.60 Frem thesestudies, it appoars[bat U..
alhicansintronsare small in size andsbaresimilar
5’, 3’ and branchpoint consensusso

9uenceste
tboso presentin 8. cerevisiaegenes,

3’ altheugb
some minor difforencoscan be foundY0 From [he
analysisof [be U.. albican» genesclonod [o date, it
seemsthat many genetic rogulatorysignals (pro-
motorconsensussequonces,transcriptionaltermin-
atien signals and othors) are fairly conserved
botwoen [besetwo organisms.It must be neted,
bewever, [bat a detailod analysis of rogulatory
gonetic signals has not been carried out in U..
albican» genes,and mestof tbem hayoboenident-
ifiod from [heir bemology witb tbo 8. cerevisiae
countorpartsand not by [boir functionality in
U.. albican». Apart frem its basic intorest,identifi-
cationof [be peculiaritiesof U.. albican» molecular
geneticsceuld find applicationsin several areas,
such as [be developmentof novel antifungals.’53

Finally, it sbouldbestatedtbat [be dovolepment
of a direct cloning systom in U.. albicans, with
suitablegenelibrarlos (Tablo 3) andboststrains,is
an importantgoal in U.. albicansgenotics.Tbis is
particularly ovidont since,te date,only nutritional
genesbayobeenisolateddirectly usingU.. albican»
as genetichost.93’216The availability of gene II-
branesin U.. albicansautoreplicativevecters,216as
well as [be availability of sevoral U.. albicansmu-
tantsalteredin importantphysiologicalprocessos,
may allew expleitationof [his approach.

Isolation hasedon DNA sequencehornology

Cloning of U.. albican» genesthreugh hybridiz-
ation witb homologeusUNA probos is a second
very successful approach. Librarlos based en
8. cerevisiae,U.. albicans, 2~ phageand o[her pro-
karyotic vectorsare usefulfer [bis purpose(labIos
2—4). It isnet limitod te genossharinga higbdegree
of homology at tbe DNA lox’ol, like actin (AU.TJ)
andfr.tubulin (TUB2)’57~27’ but hasalsebeenused
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Table 3. U.. albicanslibrariesin U.. albicansvectors.

Vector
U.. a!bicansgenomic

UNA source
Gene

rnarker RoL Sornecloned genes

pl04l (YpBIO4I) 655 LIRAS 93 CDC9,6 ARG4,
SERS7,LY5193

pCARSI SC5314 LIRAS 132
pAN8 1001 ARGS,6 195

(ATCC 62354)
pRM1 1001 LIRAS,LEU2 216 ARGS,6,’94H]SP’<’
pRM100 1001 LIRAS, HIS] 217

wítb other loss homologeusgenesby appropriate
modificatien of the stringency of bybridiza-
[ion.59’351é9, 71.180.181.188.244,269270.274,283,284287 lo
fact, bomology betweenU.. albican» and 8. cerevi-
siae genesis cemmon,and,for example,over90%
of more [han 200 U.. albicansgenespartially se-
quencodin a random genomesequencingproject
ni the laborateryof Ur Scherer,displayedsignifi-
cant homology [o an 8. cerevisiae counterpart.
However, human UNA probos hayo alse been
successfullyusedte isolatea U.. albican» peptidyl-
prelyl cis-írans-isomerase’38and an integrin-like
protein.75 Tbis approach should be ospecially
interesting for [he iselationof mernbersof gene
families which may shareUNA hemology.

Qiher s?ra?egies
lmmunelogicalscreeninghas beenused in sorne

cases.67’76’50’’90’261279’286Tbe natureandlor spe—
cificity of [he antibody preparation (polyclonal,
meneclonal,affinity purified, etc.) andtbe detailed
techoical pretocolused in the screeningstrongly
influence the final successof tbis approach.The
availability of antiserapreparedagainst different
celí wall cempenentsmakes [bis an attractve
approach,and,in fact, it has beenusedrecentlyte
isolateclonesexpressingpbase-specificantigens.26’
The largo numberof commercialantibediesavail-
able against protoins involved in many relevant
processes(like membranerecepters)supports[he
potentialof this strategy.

cUNA differentialgeneex~ressionhasbeenused
ín sornecases20’77”84’251’278’~ and has sbown te
be a useful teol lo the analysisof tbe dimerpbic
and white-epaquetransitions, as well as in eclI
wall construction,amongotbercellular processes.
The developmentof useful gene reporter assays,
bowevor,will enable[be identificationof difieren-

tiaIIy exprossedgenes,and may complement[his
approacb.

Pretocols based en [be polymerase chain
reaction bayo been used en some ecca-
sionsf0’’73”’0310316Tbis appreacbis particularly
useful when conserved domains are present in
hornelogeusgenes from other organisms. The
enermeusincreasein the availablegenesequence
information may promete[he use of tbis strategy
lo [he future. However, it requiresa socondrenod
of genescreeningte iselate[be fulí gonomiecIeno,
sinceonly a probo is commonlyebtained.Reverso
geneticshas also beonusedsuccessfully.3337’60’70

Finally, it mustbe stated[bat [he availability of
powerful automatic sequoncingmethedologiesis
allowing [he prosecutionof random sequencing
projects that may speedup our knowledgeof U..
albican» genes.Sequencing[be entire U. albicans
genememaybe a tochnicallyachievabletask in the
noar future and we believe that an international
effort sbeuld be orchestratedfer that purpese.

GENE UISRUPTION STRATEGIES

Genedisruption is an essentialtoel in host strain
construction,genemappingand funetienalanaly-
sís. The absenceof a gene disruptien system
impeded,for a long time, [he olucidatien of [he
functionof cloned U.. albicansgenesand[hereforo
functienality studieswere enly carriedeut using
8. cerevisiaeas a genetiebost.

Gene disruptionswere first attemptedin order
te constructsuitablehoststrainsin genetransfor-
mationexporiments.Uominant resistancemarkers
werenot availableand[hereversionfrequenciesof
sorneof [he markersprosentin strainswasa major
handicap in genetie transformation. Isolatien of
auxotrepbs[hen involved the useof UV-enhanced
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Table4. U.. a!bicansgene libraries in phageor prokaryotieveetors.

Vector U.. albicansDNA seurce Ref. Sorneclonedgenes

XZAPII
KEMBL4
XEMBL4
XGEM 12
XZAP
XEMBL-3
pUC18
2flEMI2
?YEMBL3
2~gt11
Uni-Zap XR
Bluescript KS+
pBR322
pBR322
pBR322
k590
XZAP
X590
pSM7
?~gt1 1
EMBL
pUCI8
pUCI8
XFixIl
pflluescript
XEMBL3
Xgt II
XgtlO
XGEMI2
Xgtl 1
Xgt II
Kgtl 1
XEMBL4
?JAPII
?~l149
EMBL3
>~gt1 1
~gt11
pGEM9z(+)
pGEM9z(-F)
XZAP
XZAPII
XFIxII
X607
XZAPII
XFix II
2LGEMI 1

SC5314,hyphal indueedeDNA
A72, Sau3A
ATCC10261

SC5314partial Sau3A
3153a,cUNA

stn-I partial Sau3Al
10127/5 partial Sau3Al

KEMH5, partial Sau3AI
ATCC10261,Sau3AI

SC5314, genomicsheared
ATCC32354,sucroseindueedcUNA

792—1, Eco Rl
ATCCIO26l, EcoRI
ATCCIO261,BamH[
ATCCI 0261, HindIlí

SC5314,HindlII
?, EcoRl

SC5314EcoRI, completeíydigested
SC5314,RsaI

ATCC20955,yeastcDNA
SC5314, partially Sau3AI

ATCC 10261,Hindlll completedigestion
ATCCIO26I, EcoRI

SS, partial Sau3A
WO-l, partial Sau3A
C74 partial Sau3A

WO-l (opaquecDNA)
WO-1 (opaquecDNA)
SC5314partial 8au3A

SC5314,cDNA
4918, EcoRl

3153a,partial EcoRI
WO-1 EcoRl

SC5314,germ-tubesinducedcUNA
616, EcoRí

616, partial Sau3A
ATCC26555,yeastcUNA

ATCC26555,rnyeelial cUNA
WO-1, White, cUNA
WO-l, Opaque,cDNA
SC5314, hyphal cUNA
3153, mycelialcUNA

7, partial Sau3A
SC5314Hindilí, cornpletelydigested

ATCC32354,mechanicalfragmentation
4918 SaII

B792, partial Sau3Al

20
33
37
39
55
57
72
73
75
76
77
87

124
124
124
135
138
304
143
150
169
173
173
180
180
182
184
185
188
190
207
245
244
252
259
259
261
261
278
278
286
290
293
145
313
318

38

PHR]3” ECE]
20

HEXI”
EXO1”
Tcaí39

UBU.4,55CDK] (U.DC28), CYB]’4
ARF,5’ Clip,”0 EBPIm

DHRF’2
ENO]73

a-INTI”
Seeretoryacid proteinase’6

MAL2”

LEU2”4
LEU2’24
LEU2’24

P45OLIAI “~

U.YP”8
U.EF-S,’88 TEFI,’8’ CPY’8’

ARSI ‘~‘

HSPzo’~’
AU.PR (CPHI)’<’9
CHTI, CHT2”’

CHTS”3
SAPI, SAP4’80

SAPI, SAP4 CARE2m
SAPS, SAP6, SAP7’8’

0p4’84
PERI’85
CEF-3’88
NAO!’90
FRS!207

Ca?(telomere)~
CA~
CMD1252

27A sequence259
27A sequence259

ENO]26’
HSP7067
cWh11278

ENO]286
PYK], ADH],”0 H5P90289

TOP]29’
CEF-S,’88 TEFI,’8’ CPY’8’

NMTI’1’
FAS]”8
U.H82’8

mitotic recombinationen a hetorozygousstrain
(obtained througb bomelogeus recombination
with an appropriategene marker) te gonerato

bomozygosity
Kelly cl al. first
U.. albican» LIRAS

at [be desired loeus. In tbis way,
achievod [be disruption of the
geneusingtbe previouslycloned
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hisG URA3 hisG

GENE

e

e

d

hisG URA3 hisG

hisG

hisG

h¡sG URA3

4
hisG

Figure2. A gene disruption strategyin Candidaalbicans. Sehemeof the now
‘classical’ strategyte obtaingenedisruptionsin C albicans7

0 A constructionis
madeeither integratingorreplacinga portion of the desiredgene(GENE)with
thebisO URA3-hisG cassette,This constructio,sis then usedte replacethe first
copyof the GENE u ono of theebromosomes(a). Non-homologousrecombL
nation can take placeat this stageaud the whole constructcan be integrated
elsewherein the genome.Selection on 5-POA piales allows recoveryof a
GENEIgcnEA beterozygote following intrachromosomalrecombination be-
tween the flanking Sal~nonella typhymuriutn ¡¡¿sG genes (b) but, also, other
recembinationeventscan takeplaceleading to the wild-typegenotype(c). The
sameproceduremustbe repeatedagainto disrupt thesecondalbio. Integralion
of thecassetteinto tho remaiuing wild-type albIo will generatea homozygous
genEA/gentAmutaul (d) while integrationon the previouslydobetedalbIo wiLl
regeneratethe heterozygousmutant (e). Recovoryof the Ura — phonotypecan
again be selectedon 5-FOA platos (1).
homobegnusrecon,binationevenís aro
aud lrwin’0.

ADE2 geneas selectionmarker.’33Tbis strategyis
not restricted te nutritienal biosynthetic genes,
with an easy-to-cbockpbenotype, and has, in
fact, been used recently with [he U.. albican»
CAGI gene.2~The red phenetypeof ade2 strains
facilitated the geneticanalysis,which invelved [be
identificatien of red and white secterodcelonies.
Kelly el a! later reperted [be construction of a
deuble leu2 uraS auxotropb: the LEU2 gene
was disrupted with a fereign (X-derived) UNA
sequenceandcetransformedwith a CARS-URA3-
containingvectorasa genetiemarker.Ural trans-
formantswere [ben seloctedandLEU2 disruption
was confirmed by Seuthernhybridizatien. The
plasniid was subsequentlylest in non-selectivc
mediumte recover[he urai auxotrophy’32anda
niutageniestep with Uy was used te mutatethe
rernaining wild-type albIo and isolate the desired

Multipbe tandom integrationsnr non
not represented.Adapted from Fonzi

two nutritional markers permitted the design of
disruption strategiesbaseden botb markers,and
therefore devoid of [be randemunutageniep’~~
cessesinberent[o Uy irradiation.’46 Betbcopies
of [he HEM3 genewere sequentiallydisrupteden
the hoststrain leu2 í¿ra3 using[heLEU2 gene.Tbis
strain, however,requiredcotransformationwitb a
CARS-URA3-containingvector [o isolate Leus
coloniesdue te tho peorgrowth in mediasupple-
mentedwith uracil. Someminer modifications of
[liosotechniquesbayobeenusedrecontlyte disrupt
[he U.. albican» phosphomannoseisomerasegene
encodedby [be PMI] gene270and the phespbori-
bosylanthranilateisemeraseencodedby [be TRP]
gene.204

A majer advancein U.. albican» geneticswas
achievedrecently wbenFonaland Irwin70 success-
fully adapteda strategyalreadyused in 8. corevi-

2
s¡ae. This,new cemmon,disruptionstrategyin U..leu2 uraS strain. The availability of strains witb
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albicans researcbinvolves[beuseof the U.. albicans
LIRAS geneflankedby [he Salnionella typhirnuriurn
hisG genes [o previde flanking recombination
regions(Figure2). Following bemolegeusrecem-
bination at tbe first ebremosomalalbIo, intra-
cbromosomalexcision of [he LIRAS marker is
selectedwith the antimetabolite5-fluererotieacid
(5-FOA). Ilieso authersreported[be disruptionof
the LIRAS genewi[h X phage-derivedlieterologeus
UNA in tbe clinical isolato SC5314.85 Tlio Ura—

strainswore [ben ebtainedtbrough entiroly mol-
eculartechniques,andareprono te genetictrans-
formation. Tbese autbors alse described the
successfuldisruption of tbe LCR] gene (from
Extent of Celí Elongatien)20aud introduced an
18-bp endonucleaserecognitionsite te identify tbe
ebromosemalbocalizationof tbe gene. A similar
strategyliad beendescribedpreviouslyby Gorman
el al. using a Gal — strain and a censtructíenín
whicb [he GAL] genewasfiankedby [he bacterial
caí gene.Excision of GAL] was, similarte LIRAS,

solocted witb [be antimetabelito 2-deoxy-U-
galactose.91’92

Using [be strategyof Fonzi and Irwin or slight
modificatiensof [bis pretocel,many other differ-
ent penes bayo been disrup[od.885995”55”79”93
194,205,210,246 Foroxample,disruptienof [besecond
allele of [he PHRI gene was carriedout usinga
pop-inlpep-outstrategywhicb involved recembi-
nation at [he wild-typo locus te generatea non-
tandemduplicatedrepeatof PHRI, enewild-type
allele andan adjacentmutatedeno.25’ Selectienen
5-FOA platosatlewed[hedosirodphr] nulí mutant
te be obtained.In semecases,raro recembinatien
events—probably involving multimerizatien—
bayo beon sbown te occur at a specific locus,96
altbougb[he systemstill allowed[he generationof
nulí mutants.9’Inadditien,[bis systemis useful te
assess[he existenceof multiple cliromosemalloca-
tions of a definedgene.22’An interestingfoature,
observed from [he limitod number of disrupted
genesso far achieved,is that singledebetionstrains
frequentlydisplayapartial pbenetypewitb res~ect
te tbo wild-type and nulí mutantstrains,193.20 .246

a gene dosage effec[ wbicb could refiect the
adaptationte thediploid stateby U.. albican».

Whibe tbe systemdescribedaboye is an essen-
tial teol for tbe analysis of gene functien, a
major problem ariseswhen trying te verify [be
essentiality of a specific gene. Altbetlgb U.. albi-
cans has some homologuesof the £ cerevisiae

46 52 55244
mating genes, ‘ ‘ ‘ a sexual cycle has net
beon feund and it is tbereforonot possiblete use

sporulatien for [bis purpose. AntisensemRNA
has ne[ been successfullyused in U.. albican».
Essentiality, [ben, is inferred frem [be failure [o
ebtain nulí strains in mest cases’83’289but, obvi-
eusly, a positivo proof is desirabbe.A s[rategy te
csrcumvent[bis preblem,and verify [he function-
ality of [be clened gene, is te roplace the
remaining wild-type copy in [be heterozygote
witb a mutated allele (tbormesensitive, cold-
sensitivoer simply a defectivo afiele). Ibis strat-
egy has beenused for [be myristoyl-CoA:pretein
N-myristoyl[ransferase encoded by [he NMTJ

gene,300resulting in a myrista[e-dependentstrain.
A second strategy may involve rendering [he
romaining wild-type afiele oxpression being
depondenten a regulated promotor, whicb, in
addition, allows analysis of tbe terminal pbeno-
types associatedwith a specific gene deletion.

275 276Wbite-opaquo regulated promoters, ‘ nutri-
192 216

[lenal biesyntheticgene promotors, sugar
assimilation promoters,26’77 or ether metabolie
promoters’9’65 may be used fer this purpose.
Obvieusly, a higbly regulatedprometer,witb a
low level (ideally not detectable)backgreundex-
pressionin [he uninducedstate is necessaryfor
[bis purpose. Ibe develepmentof suitablo bost
strains with different nutritional markers’94may
allow [he use of a [bird strategy,wbicb involves
deletien of botb afieles of a specific gene wbile
maintaining [be wild-type gene en an episomal
plasmid. Plasmid loss can [ben easily be cbecked
by suitable genetiemarkorsen [he plasmid er by
ceuntorselection.These above-mentienedstrat-
egiossbould fiod applicatienin [he nearfuturo.

UEVELOPMENTOF A GENE REPORTER
SYSTEM

Ibe devolepmen[ of a generepertorsystemis an
essontial toe> te study gene functienlregulatien.
Althougb U.. albican» geneshayobeenusedasgene
reportersin 8. cerevisiae,2945 commongenereper[-
ers frem etber kinds of colís, (e.g. E. coli
g-galactesidase(lacZ)218”’4 or Fha/mus pyralis
luciferase(LUQ’298) de network in U.. albicans,’0’
oven when U.. albicans regulatory signals are
used.’03’54’275Ibe peculiar geneticcodo of sorne

130285296309
Candida specíes ts an ímper[ant-~-.-but
not [he unique—limi[atien te beterologeusgene
expressienin Candida. In fact, a spocial t-RNA
has beensbown te be respensibloin U.. albicans
for [be unusual ~and ossential’53) decoding of
CUG codons.249’25 It hasthereferebeennecossary
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te develop gene reporter assays based en
gonetically medified heterelegeusmarkers,er te
usehomologeusenes,te circumventthis problem.

Using the first strategy, tho greup of Ernst
develeped[he first generepertersystemdescribed
in U.. albicans, wbich made use of the
g-galactesidaseactivity ceded by Kluyverornyces
lactis LAU.4 gene.’54~-Galactosidaseactivity was
detected en solid platos er celí extracts supple-
mented witb [be chremogonic substrato X-Gal
(5-bremo-4-cbloro-3-indolyl-j3-U-galactesidase).
Tbe heterogeneityin expressienebservedin U..
albicans transformantswas interpretedin terms of
the final plasmiddestinatienwithin tho celí, either
integratedin low cepy numberin tbe genomeor
maintainedas higb copy number episemalmuí-
timerizedDNA. Interestingly,LAU.4 genemRNA
presonts two CUG codons’9 [hus indicating
that these putative changosstill allow onzymatic
activity. This systemhas been adapted rocontly
te allow [be constructien of in-framo preteín
fusions.66Tbe availability of pelyclenal antisera
againstLac4pandtbodcvelopmentof a ligbt assay
(1000-foidmeresensitivotban [he standardcolon-
motrie testf6 will improve tbe usefulnossof this
system.

Tbe luciferasefrom Renilla renfforniis (a luci-
ferasegene lacking CUG codons)has alse been
succossfullyused te monitor U.. albican» geneex-
prossion.276Feurdifferont prernotersGAL], EF]-
u2, WI-U] and0P4 woro studiedusing[bis system
and sbown te be eithor constitutivo (EF]-ct2),
regulatedby galactese(GAL]) or pbaso-speciftc
(WHII en 0P4). A majeradvantageof this systom
is that It is cernpletelydevoid of background,thus
enabling moasurementof weak premoters.This
bieluminescentsystem is about 60-fold loss offi-
cícnt in intact colís than in extracts.Groenfluer-
escentpretoin (GFP),’<’ a vory useful monitor of
geneexpressien,is net exprossedin U.. albicans.
OIT-derivativos hayo recently been ebtained
wbich are eptimizedfon flow cytometryanalysis.50
GFP has a unique CUG ceden,but its mutation
deesnet allow GFPdetection.49Howover, it has
beengonotically optimized in its ceden usagete
yield a GFP-derivat.ive efficiently expressedin
U.. albicans.49 This systemsbeuld find application
not only in generogulation studiesbut alse in the
detorminatienof pretein localizatien.

Two differentsystemshayomadeuseof bemolo-
geusrepertergenes.Tbe LIRAS geneof U.. alhicans
has been used rocontly.’89 Tbis system is very
sensitivo, allowing detoctionof singlc-copygenes

as weLl as the construction of amino-terminal,
in-frame, enzymatica>ly active protoin fusions.
Howevor, betb [be genorationof cel> extractsand
suitable auxotrephichost strains are requinedte
quantify geneexpressionprecisoly.Anothorsystom
has mado use of tbe major glucanase frem
U.. albicans, XOG].’7 This system is usoful in
8. cerevisiae and, in U.. albican», works en selid
and/or liquid media, allowing [he use of fiow
cytometryand tboneforeenablinga precisecoIl-by-
cefi ostimatienof generegulatienA9Speciflcstnains
doleted for [he XOG] gene aro, similarly te [he
provious system,necossaryte diminisb [be back-
greund glucanaseac[ivity in celís, wbicb ceuld
interfenewhenquantifyingweaklyexpressedgenes.
Theintreductionof a glycosylphespbatidylinesitel
ancboringdomain, te [he C-terminal ond of [be
protoin, anchors[be activity te [he celí, irnproving
[he quantificatienof expressionin flow cy[ometric
analysis.90Tho functionality of XOG] as gene
reperter in 8. cerevisiae45 permits comparativo
studieste be performed.

The improvementof [hoseand otber gene re-
portors will allow studies en tho regulatien of
already-clonodU.. albican» geneste he undertakon.
It mayalseponmit tho identificatienof geneswhich
aro regulatodin a varioty of envirenmentalcondí-
tions, tbus impreving our basic knowledgeof [be
physiologyand gonetiesof [bis organism.

CONCLUSJONS

There has beon a largo incroaso in our basic
knewledgeof U.. albican». Many genesinvolvod in
impertantphysiolegical precesscshayo new been
isolatod and [be devclopmontof gene disruptien
tocliniquos is onabling [he analysis of their rol-
evancote, andinvolvomont in, a rangoof cellular
procossos.The u[ility of 8. cerevisiae as a hest
organism te identify and chanacterizeclenod U..
albicans geneswill still be essential.Not only is the
completesequonceof [he 8. cerevisiaegenomenew
availablo, but [be ongeingglobal projectte assess
gene functionality in 8. eerevisiae(EUROFAN)
will previdea frameworkfon U.. albicans reseanch.
However, dospite tbe similanitios betweon botb
micnoerganims,U.. albican» is a pathogenicyeast,
while 8. cerevisiae is not. Thonoforo, a greatoffort
sbould be made in futuro years, te explain this
diffenenceand generatetbe teolsnecessaryfon its
analysis.Asanexample,[be dovelepmentof gene
reportenassayswill undeubtfully previdea useful
toel fer [heidentificatienof dilfenentially expressod
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genesand w111 allew appreacbeste be employed
wbicb are similar te [bose descnibedin bacteria
ter the identification of patbogenicity determi-
nants.’65’166 Pune molecular genetic appreacbes
will be[bencembinedwitbmerecelí biolegicaland
biechomical appneacbostbat will enable us te
answerimpontantquestiensabouttbe biology and
patbogenicityof tbis modically importantyeast.
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The ARGS,6 gene from the dimarphic fungus Candida albicans was claned by
functianal camplementatian of time arginine auxatraplmy present in stra¡n EL2
(Argj using a gene library canstruded in the dauble autonamausly replicating
sequence vedar pRM1. Sequence analysis revealed a putative 857 amino acid
palypept¡de (95 kDa> wh¡ch shawed high homolagy (63% pratein identity) tú
the Saccharamyces cerevisiae ARGS,6 gene. S¡milarly tú the S. cerev¡siae gene,
the C. albkans ARGS,6 gene is responsible fa’ bath the acetylglutamate kinase
and acetylglutamyl-phasphate reductase adivities, time second and third steps
of arginine biasynthes¡s at time mitachondria. The C. albicans ARGS.6 gene
camplemented the argfi mutatian present in 5. cerevisiae (strain D160-4D) on a
yeast episamal plasmid using its awn regulatary signals. A set of non-
integrative high-eff¡c¡ency plasmid vedan based on this gene marker was
canstruded and a nulí C. albicans args.6A strain was abtained using the
camman URA3-blaster strategy. In addition, we generated an args.SA nuil
mutant in a single transtarmatian event thus improv¡ng the basic strategy far
generating gene deletians in C. alb¡cans.

Keywords:AROS,6, Candida albicans,molecularbielogy, genedisruption,arginine

INTRODuaIor.¡

Despitothe impontancoof Candida albicansasa model
patbegenicyeast,ebtaining infermationabeutits gen-
otics hasbeon difficult due te its dipleidy and lack of
sexualcycle <Kurtz ¡it al., 1990;Scberer&Magee,1990).
Altheugh U.. albicans genetics hayo iargely nelied en
Saccharomycescerevisiae as an intermediato genetic
host,somoof themestintorostingandpeculiarprocesses
in U.. albicans, such as its ability te switch betwoena
yoast and a mycelial form of gnowtb and frs pathe-
geniciry te humans (Odds, 1988), cannot neadily be
studiedvicaniouslythrougha knowiedgeof S. cerevrs¡ae.
The doveieprnentof anefficient transformationsystom,
w¡th the centructienof beth autoneplicativeplasmids
andsuitablehostsrrains, is thenenoof the majengeals
te facilitate gonetie anaiysisof the biolegy and patho-
genicity of U.. albicans.

Aithough Kurtz and colloagues descnibod beth the
intogrativo tnansfenmation(Kurtz el al., 1986) andthe

The EMBL accession nurnher for the nucleotide sequence reported in this
paper 5 X98880.

devolepmentof autoreplicativepiasmids (Kunrz el al.,
1987) in Candida, piasmids often multimerize in U..
albicansLeadingtedifflcultios in theiniselation(Goshonn
el al., 1992). Wc recentlydevelepodplasmids canrying
rwe indepondentautenomeuslyneplicating sequences
(Cannonel al., 1990; Hornerosel al., 1992) that allow
the intreduction and recoveryof UNA in U.. albicans
(Pla el al., 1995). A secondimportantteol in U.. albicans
moleculargonetics is tho availability of isegonicauxo-
tropbic host strains.Ahbeugh both UV-onhancedmi-
totic necombination(Kolly el al., 1987; Sadhu el al.,
1992) andtexic metabelites(Gormanel al., 1991) hayo
boenused fon genedisnuptienin U.. albicans, tho most
commeniyomployodsystemnew usedmakosuseof the
stratogy adapted by Fonzi & lrwin (1993), wbicb
requirestwe sequontialsteps of genedisnuptienusing
tho U.. albicans URA3 genefianked by a hotenologeus
bisO sequencefnem Salmonella íyphimuriu,n. This
pnecessceuld,howoven,beshontonedif differentgonetic
mankers and apprepniatestnains wono available fon
soquontialdisnuptiens.Altheugh sornenutnitienalgenes
hayobecoisolated(Resenbiuhel al., 1985; Goshorn¡it
al., 1992; Hoyor el al., 1994; Pía ¡it al., 1995),tbore are
no repertsof stnains with mere than eno auxetrephic
markerobtainedentirely by genedisnuption.
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In this work, we describethe isolation of the ARGS,6
gene from U.. albicans by complementation of a
mutagonized U.. albicans anginine auxetrephic strain
and its use in deveieping a generic transfonmation
system.In additien, we bayocenstructeda triplo ura3A
bislA arg5,6A stnainanddemonstratethe genoratienof
a homozygeusarg5,6A nulí strain in a single trans-
fonmatienevont

METHODS

Strains and growth cond¡tions. U.. albicaus and Escherichia
cali strains aro usted in Tablo 1. U.. albicans strain 1001
(ATCC 64385), a wild-type strain frem rho Spanish Typo
Culturo Coliection,wasused as tho seurcoof gonomieDNA
for thecenstructionof a genomieiibrary in piasmidpRM1
(Píaelal., 1995). TheIoliowing S. cerevisiaestrains,obrained
from the Yeast GeneticSteckConten <Berkeley,CA, USA),
wero usedte chock the function of rhe cioned C. albicaus
ARGS,6geneby cemplomontation:X3163-4C <MATa argí
metí lrp3 adeSura3 leul mal gal2); 5TX63-SB <MATa arg2
lys4 lysii írp4 ade2 lyrl rad2 gal2); STX9-IA (MATa arg3
ade2gal2) ABIS-20A (MATa arg4-8ade2adeSCLIP] r leu2-3,
112 ura3-52 metl3 cyhr); D160-4D <MATa argé ura3 hom3
hisí trp2 adeil metí gal2); X1049-9C(MATa arg8 Irpí ura3
his3 aspS);XJB17-2 (MATa arg9 tbr4 leu2 ade6gal2>; and
STX14-IG<MATa argiOade2gal2). Yeasrstrainswerogrown
in oither YEU medium <1~/o, w/v, yoast extracr; 2%, w/v,
glucose)enSD minimal medium(067% YeastNitregenBaso
witheut amineacids;2%, w/v, glucese),suppiementodwirh
unidino, hisridineor arginineat 25 pg mL’, depondingen tho
nutritional requiromonts, with conrinneusshakingar30 0C.
U.. albicans Ura reverranrswere selecteden S-fluoroerotic
acídplatosas descnibedprovieusly hy Navarro-Garcíael al.
(1995). E. cali srrains weregrewn in Luria—Bortani (LB) or
Terriflc Broth <TB) at 37 0C supplementedwirh 100 sg
ampicillin ml’ for plasmidselection.

DNAmanipulat¡ons. Ah UNA manipulationswerecarriodour
follewing standard proceduros (Sambrook ¡it al., 1989).
Southernhybnidizationanalysis ‘vas carried orn using the
Nenradioactivo Labelling and Dotoction kit (Beobringor
Mannheim) tínder high-stringencycenditions en positively
charged nylon mombranes.Por rhe derorminationof the
ARGS,6 sequence,a 38 kb BamHl—BamHl insorr frem
plasmidpANí waspunifledfrom agarosegeisandsonidatedte
goneraterandomfragments<300—600bp in size) which were
subcionodmro rhe Smal sino of pUC19. Plasmid DNA was
puriflod from E. coli transformantswinh Qiagon<Diagen)and
berhstrandswere sequencedwinh an AutematodSoquencer
(ALF; Pharmacia)accerdingte Sanger¡it al. (1977)using the
Universal and Roversal fluorescoinatedpnimers. Sequenco
comparisonsandhemologioswerecarriod eutusingrheFASTA
algerinhm(Pearsen& Lipman, 1988).DNA sequenceanalysis
wasporformedwirh rhe PCCENE software.

Plasndd constructions and gene disruption. Piasmid pRM1,
anefflcionr non-inregranivoplasmid,aswell asirs denivodgene
library hayo beondescnibedbeforo <Pía el aí., 1995). Tho E.
co/i/yeast shuttlo vector YEp3S2 has also been descnibed
pneviousiyby Hill el al. <1986>. YEpARG was obrainodby
subcloninga3~8 kb BamHl—BamHl fragmenrfrom pANí ¡nro
tho EamHlsite of YEp3S2.PlasmidpAN8, an autoroplicanive
plasmid which transformsU.. albicans winh high efficioncy
[>5 ~ 10’ rransfermants(gg UNA)-’] and which is repre-
sentativeof a set of auteneplicariveplasmids beaningnhis
marker,wasobnainodby replacingrheNael—Smalfragmenrof
pRM1O(Pía el al., 1995) wirh a blunr-endodBamHI—BamHI
fragmontfrom pAN 1. For rho disruption of tho U.. albicans
ARGS,6gene, rho samo4 it Baml-1l-BamHl fragment
subcionod into pUC19 yiolding pUC-ARG. An interna1
SnaBl—Bglll fragmenr<which compnisedmosr of the ARG6
domain) was rhen roplaced winh either rhe BamHl—Bg/Il
fragmonr of pCLJB-6 <Fonzi & Irwin, 1993) <carrying rhe
hisG—URA3—hisGcassette)nr rhe Kpnl—Ssplfragment from
YEp-HISX <Pía ¡it al., 1995) <carrying the U.. albicans HIS]

Table 1. Strains used in this work

Organism Snrain Genotype/phenoíype Onigin

U.. albicans 1001* Wild-rype Gil el al. <1988)
U.. albicans SC5314 Wild-rype G¡llum el al. (1984)
U.. albicans EL2t ArgAd& Gil el al. <1988)
U.. albicans CAI4 ura3á: :imm434/ura3A: :imm434 Fenzi& Irwin (1993)
U.. albicans 1006 MMI serS7ura3 lysl arg4t
U.. albicans RMIOOO ura3A: imm434/ura3A::irnm434hislA: :hisG hislA: :hisC Unpubhishod
U.. albicans CNC4O (RMIOOO)S arg5,6A::hisC—URA3--hisG/ARGS,6 Ihis werk
U.. albicans CNC41 (RM1000>Sarg5,64: :hisG/ARGS,6 This work
U.. albicans CNC42 (RM1000)Sarg5,6A: :hisG/argS,6A::bisG—URA3—hisU. This work
U.. albicans CNC43 (RMIOOO)S arg5,CA::bisG/argS,64::hisG Th¡s werk
U.. albicans CNC44 <RMIOOO)S arg5,64: :hisC—URA3—hisG/argS,6A::1-1151 This werk
E. coli MC1O6I araDI39A(ara—leu)76974(lac)X74 galU galK sírtiA Navarro-García¡it al. (1995)
E. cali DHSrF’ K12 A</acZYA—argE)U169supE44Ihil recAí codAl hsdkl7gyrA Hanahan<1988)

re/Al (~80lacZAM15)F’

*A wiid-typo snrainfroin rho ColecciónEspañolade Cultives Tipo (SpanishType Culturo Collection>,ATCC 64385.

tAn Arg Ad& auxotrephdenived Ítem srrain 1001.

tDosignaredarg57 (Goshorn& Schcrer,1989) and latenshewntobo arg4 miltant (Hoyoreta?., 1994).

SRMIOOObackground.
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gene> yielding, nespectively,pUC-ARG-U andpUC-ARG-H.
Hemologeusintegrationof theseconstructswasachievedby
transformanionusingDNA that had beenlineanizedwith Scal
and BamHl. The genotypeof ah stnains was checkedby
Southernanalysisusing a ClaI—ScaI fragmentof U.. albicans
ARGS,6as a proboand digestingthe genemicUNA of the
transformantswith I-Ipal—Clal <Fig. 1>.

Genetio transformation procedures. U.. albicans was rrans-
formed using rhe standardprotoplast method with minen
modiflcations <Herreros¡it aL, 1992; Pla ¡it al., 1995). Gene
disruption of U.. albicans AROS,6by cetransformarienof
pUC-ARG-UandpIJC-ARG-Hwaseptimizedwith respecíte
the concentrationof both UNAs usod in theassay.Pnoroplast
fusiens were penformedas descnibedpneviously <Gil el al.,
1988>. Electroporationwas usedfon the recovenyof plasmid
DNA from U.. albicans transformants<Pía etal., 1995).

RESULTS AND DISCUSSION

Isalatian of the C. albicans ARGS,S gene

bybnids when parasexualcnessesbotweenboth strains
wero carniod out. A gene libnary constructed in tbe
deubleautonemouslyneplicatingsequencevectorpRMI
(Pía¡it al., 1995)was usedte iselatetbe compiomenting
gene.Screeningof appneximatoly50000transformants
yielded 14 protoerophsafter 7 d grewtb in selectivo
modium. Only eno of tbem was charactenizedfurtber.
PlasmidDNA, designatedpANí, was oxtractod from
tbis transformant and was sbewn te be capable of
complementing tho auxotropbic pbenotype upen
rotransfermatien.Standardrestnictienanalysisrevealed
aninsentof appreximately7 kb, wirh a minimal38 kb
BamHI—BamHI compiemontingrogien <Fig. 1>. When
pnosentin the episemalplasmidYEp3S2<plasmidYEp-
ARG), [bis UNA wassbewnte complementthe arg6
dofoct pnesont in stnain U160-4D <an arg6 mutant>.
Thoserosultsdomonstratotbousefulnessof tboserepíl-
cativo plasmids(Cannoneta!., 1992;Pía ¡it aL, 1995> in
U.. albicans geneticmanipulation.

Strain EL2 is an arginineand adeninoauxotrophob-
tainod througb othylmethanesuifonatemutagenesisof
stnain1001 asdescnibedprevieusly<Gil ¡it aL, 1990).Ibis
auxotrophicmutantwasusedfon tbegonenationof a set
of U.. albicansmutantsalteredin tbeir ability te underge
tbedimerpbictransitien<Gil ¡it al., 1988, 1990>. Wc finst
venified tbat tbe angininobiesyntheticdofectpresentin
strains EL2 and 1006 (arg4; Hoyor ¡it aL, 1994> was
diffenent since it was possiblo te iselate pretetrophic

SgA’.0 Cjal.0-7

SSpl,O

1~,
c.H,s1

Soafil
SamHl.O ‘1

Ojal 3 6
Ban,HI 4

t@nl.8

-7

8 an,H U. 3 0
SgAI.2O

Hpal.33

Probo

Rcomhluiatlon reglo..

— OOOkb

F¡g. 1. Physical map of the ARGS,6 locus and its disruption
strategy. The hisG—URA3—hisGcassette and the fIS? gene were
used to replace an internal fragment of the C. albicans ARGS,6
gene. Only the relevant restriction sites are shown, w?th
numbers indicating [he position in kb. Ihe asterisks indicate
restriction sites that are derived from the multiple cloning site
of the pUC polylinker and are not found in the genom¡c DNA.
Arrows represent the structural genes. The probo used in
Southern blot analysis and the recombination region are
indicated (see Methods).

Sequence analysis of the C. alhicans ARGS,6 gene

Sequenceanalysisof tbeinsert revealeda putaniveORF
of 857 amino acids (95 kDa>. This pretein was 63%
identical te tbe predictod transiatien product of tbe
ARCS,6geneof 5. cerevisiae<54% identical te Sehizo-
saccharomycespombeArgS,6p),tbusindicatingtbatwe
badclonedtheU.. albicansARGS,6gene.In 5. cereuisiae,
rbis geneis rosponsiblofor the generatienof a peíy-
peptidewhich is pest-translatienallyprocessodyielding
two mature polypoptides tbat encode tho acetyi-
glutamato kinase <AROC) and acotylglutamate-pbes-
pbatereductase(AROS>activities in tbeargininebiesyn-
thetic patbway <Beoncbind el al., 1991). Ihus, in U..
albicans,tbegeríeticerganizatienof tbeAROS,6lecusis
apparondysimilar te that in 5. cerevisiae <Eeencbird¡it
al., 1991) andSchiz.pombe<vanHuffol el aL, 1992> and
contnasrswith tbo situationin prokaryotoswheroeacb
activity isencedodby a sopanategene.A putativeTATA
box was feund aneundpositien 253 <Fig. 2), whilo
a putative transcniption terminatien signal was at
2943-2967<basod en tbeir bomelegyte 5. cerevisiae

signals).No obvious5. cerevisiaeGCN bexos
<consensussequoncoTGACTC> could be found in the
5’-upstreamrogion, as has been observodfon tbo U..
albicansARO3(Pereira& Livi, 1995> andARG4(Heyen
el al., 1994> genes.In additionte tbearg4 mutantstnaíns
1006 and TMSU221, anothercompiementatiengreup
dosignatodarglOO hasbeendescnibedfon strainsA642,
bOG318,hOG3S7,FC18-6 and WC-5-4 (Heyor ¡it al.,
1994) lecatoden tbe R cbromesemo.pAN8, an auto-
replicativo plasmid beaning tho AROS,6gene,did not
cemplementb00318 arginineauxotrephy.

Constructian of an args.GA nulí mutant

Wc used rwe diffenent strategieste obtain an arg5,6A
mutantin the ura3/x hislA stnainRM1000backgreund.
Wc finst usod¡te URA3-blastenprotocelte genenatean
argS,6Amunant.Using ¡te URA3 marker<censtruction
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Fig. 2. Nucleotide sequence of a Scal—SamHI fragment encoding C a/bkans ARG5,6 with its deduced amino acid
transíation. The presumed TATA hox region (underlined> and the putative transeription termination signal (deuble
underlined> are shown. ScaI and BamHI sites are highlighted in bold.

pUC-ARG-U), adonewasselectedwbich wasshewnby
Seutbernblotting te integrate¡te URA3-blastercon-
síructionat tbeAR05,6lecus,yielding tbeheterezygous
strain CNC4O. Excisien of URA3 was achieveden 5-
flueroeretie acid platos, yielding strain CNC41. Strain
CNC42 (bomozygeusarg5,6A stnain) was ebtained
tbreugb a second reund of transfermatien wbich
allowedus te ebtainarginineauxotnepbsat a frequency
of 1S”/o. Finally, excision of URA3 en S-fluonoereric
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acidplatosyielded strainCNC43 (ura3áhislA argS,6A>.
In an alternativo approach, the U.. albicans MIS) gene
(Pía ¡it al., 1995) wasusod te replaceaninternal reglen
of U.. albicansAR.O5,6.StrainCNC4O wastnansfonmod
witb pUC-ARG-l-1makinguseof MIS) <seo Merbods>as
a selectablemarken (Fig. 1>. Fiftoen of 21 Ural His~
transformants<70%) wero sbown te be anginineauNo-
rrepbs. Ibis strain was efficiently transfenmedte ar-
ginine protetnephywitb piasmidpAN8 (seoMetheds).



Single-stepdisruptien of U.. albicansARGS,6

Ibe avaiiability of anappnopniategeneticmarken,theU..
albicansAROS,6gene,aiiowedustecbeckthefeasibility
of a single-step gene disnuption in U.. albicaus. Wc
cotnansfonmedstrain RM1000 <hislA ura3A) with betb
URA- and MIS-blaster censtructiens. A cotrans-
fenmationfnequoncyof appreximately10% wasfeund,
stmiiar te tbat quecedby otben autbers<Kurtz ¡it al,
1986, 1990). Ten pon cent of the pretotnephicclones
wone shewnte be arginine auxetrepbs(strain CNU.44)
carrying the correct (i.e. homolegeus)recembinatien
event at tbe AROS,6 lecus. Ibis nesuit is in general
agreementwitb estimated freguenciesfon single re-
combinatienovents <700/ and 150/0>.

Wc conciudetbat it is pessiblete goneratea deletionin
a spociflc U.. albicans genein a singlo tnansfenmation
step. Tbis should expedito tbe gonoratien of bemo-
zygeusnulí mutantsby integrativo tnansfermationby
roducingsubstantiallythe numborof stepsrequirodte
achievotbedisruptien of ¡te twe alloles at eacbgenetic
lecus.Strainswitb diffenentgenemarkers<like tbeura3A
hislAargS,6Astraindescnibedin this work) andsuitable
fon genotic tnansfenmatiensbeuidallew tbedeletionel
betb alleles of a specific gene wbile maintaining the
wild-type geneen an episemalpiasmid.
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Los aspectos destacables de esta Tesis son los siguientes:

a> Originalidad del trabaja:

El trabajo que presenta la Dra L. Monteoliva es de gran originalidad en el campo científico de la
biología molecular de hongos patógenos. Las infecciones producidas por hongos han experimentado un
considerable aumento durante los últimos años debido a varios factores como son la aparición del SIDA, la
extensión del cáncer y el aumento de personas inmunodeprimidas. Una de las especies que se sisla con
más frecuencia en las infecciones fúngicas es el hongo dimórfica Candida albicans que se ha utilizado
como modelo en este trabajo. El número de antifúngicos disponibles es muy pequeño y presentan
problemas de toxicidad y/o de aparición de cepas resistentes. Es por tanto necesario buscar nuevas
dianas en la célula fúngica que permitan el descubrimiento y desarrollo de nuevos y muy selectivos
agentes antifúngicas.

El trabajo de la doctoranda se baso en el descubrimiento, aislamiento y caracterización de una diana
esencial en la célula fúngica que puede permitir el descubrimiento y desarrolla de nuevas
antifúngicos. El trabajo consistió básicamente en:

1.- Clonación, caracterización y análisis funcional de un gen C. albicana homólogo al gen SECI4 de
Saccharomyces cerevisiae. Dicho gen codifica una proteína (Secl4p) implicada en la ruta de secreción de
proteínas.

2.- Demostración de la esencialidad de dicha proteína para el crecimiento de la célulua fúngica,
aspecto muy importante para ser una buena diana de agentes antifúngicos.

3.- Estudio de las proteínas humanas homólogas funcionales de Secl4p. Demostración de la
capacidad de dichas proteínas humanas de complementar mutantes con el gen SECI4 delecionado, a
pesar de no presentar homología a nivel de secuencia con Secl4p. Esta falta de homología estructural
hace de Secl4p una diana muy prometedora, capaz de ser inhibida por agentes antifúngicos con gran
selectividad sin afectar a la célula humana.

4.- Diseño de sistemas “in vivo” de búsqueda de farmacos antifúngicos que inhiban a la diana
propuesta con la selectividad adecuada,

De este trabajo es importante resaltar que la proteína Secl4p es la única diana propuesta hasta el
momento de la gran cantidad de proteínas que intervienen en un proceso tan complejo como es la
secreción de proteínas. Además al no presentar homología estructural con las proteínas humanas
que realizan la misma función representa un descubrimiento muy importante para ser utilizado par
la industria farmacéutica.
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b) Relevancia científica.

Este trabajo ha dado lugar a varias publicaciones en Revistas de gran relevancia intemacional en el campo
de la Microbiología y de la Biología Molecular como son Yeast (2 publicaciones) y Microbioiogy
(1 publicación) asi como a una publicación en la Revista Española de Microbiología.

Monteolíva L., Sánchez M., Pía J.,GiI C. and Nombela C. Cloning of Candida sibicana SEC14 gene homologue
coding tora putatíveesaentíal fundían. Yeast 12,1097-1105.1996.

Pía J., Oíl C, Monteolíva L, Navarro-García F., Sánchez M. and Nombela C. Understanding Candida albicana at
the molecular level. Yeast 12, 1677-1702. 1996.

Negredo, A., Monteolíva L.,Gll O., Pía J. and Nombela C. Cloning, anaiysls and one-step disruptian of the
ARGS,6 gene of Candida albicana. Microblolagy 143, 297402.1997.

Molero, O., Díez-Orejas, R., Navarra-García, F., Montealíva, L., Pía, J., Oíl, C., Sánchez-Pérez, M and Nombela,
C. MicrobIología. 1998 (en prensa).

Además este trabajo se ha presentado en Congresos Nacionales e Internacionales:

1. Monteoliva, O. Vieira, M. Sánchez, J. Pía, O. Gil y C. Nonibela. Clonación y caracterización del gen SECI4 de
Candida albicans. XV Congreso Nacional de Microbiología. Madrid. 25-28 Septiembre, 1995.

L. Montealiva, M.L Hernán, M. Sánchez, .1. Pía, C. Gil and C. Nombela. Isalation and characterization of
Candida albicans SECI4 gene. Seventeenth International Conference on Yeasts Genetios and Molecular
Biology. Lisboa, Portugal. 10-16 Junio, 1995.

L. Monteoliva, E. Navarro-García, A. Negredo, M. Sánchez, J. Pía, c. Gil and O. Nombela. Protein secretion as a
potential antifungal target. ASM Conference on Candida and Candidiasis: Biology, Pathogenesis, and
Managcment. San Diego, California. 24-27 Mano, 1996.

c) Utilización de la metodologia adecuada.

En este trabajo se han utilizado las técnicas más actuales de manipulación de DNA y de proteínas.
donación y secuenciación, hibridación de ácidos nucleicos, reacción en cadena de la polimerasa (POR),
análisis informatizado de secuencias, mutagénesis dirigida, electroforesis de campo pulsante y Wenstem
blot. Ninguna de las técnica empleadas resuitó ser inadecuada para el estudio planteado, obteniéndose
siempre resultados valorables. Por lo tanto, se ha combinado la actualización con la economía de medios.

d) Actualización bibliográfica.

La Tesis incluye una revisión bibliográfica perfectamente actualizada. El estudio de la secreción de
proteínas ha sido iniciado y desarrollado por la doctoranda con el esfuerzo que supone el abrir una nueva
línea de trabajo.
Además la doctoranda ha realizado un gran esfuerzo en el estudio de la secreción de proteínas, 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 Microbiología como
muy satisfactorio. Par ella, nuestro Departamento considera a la Dra L. Monteoliva una excelente
candidata para que le sea concedido el Premio Extraordinario de Doctorado.

Madrid, 16Marzo 1998.
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