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RESUMEN
Identificacién de un elemento en cis que coopera con la maquinaria del

silenciamiento para regular la expresién del gen EPA1 de Candida glabrata

Candida glabrata es un importante patégeno oportunista que causa candidiasis
sistémica y en mucosas. C. glabrata es capaz de adherirse a células epiteliales de
mamifero. En la cepa BG2, la adherencia esta mediada principalmente a través de
la adhesina Epal. El gen EPA1 pertenece a una familia compuesta de
aproximadamente 23 paralogos que codifican potencialmente para adhesinas. Los
genes EPA se encuentran localizados en regiones subteloméricas, lo que tiene
como consecuencia una regulacion negativa de la transcripcion llamada
silenciamiento subtelomerico similar al descrito en S. cerevisiae. En este estudio
nos enfocamos en el estudio de la regulacion de la transcripcién del gen EPAT.
Nuestros datos muestran que la expresion del gen EPA1 se regula negativamente
por dos mecanismos distintos. La activacion del gen EPA1 ocurre inmediatamente
después de diluir las células de fase estacionaria en medio fresco, sin embargo la
transcripcion se reprime rapidamente, limitandose la expresion a la fase lag justo
después de que salen de la fase estacionaria. La represion de la transcripcion del
gen EPA1 se lleva a cabo por el silenciamiento subtelomérico donde participan el
Complejo Sir (Sir2, Sir3 y Sird), Rap1, Rif1, y yKu70 y yKu80. Para la represion se
requiere también un elemento negativo (EN) regulador que actua en cis, localizado
en la region intergénica 3" entre EPA1y EPAZ2 y su actividad es independiente de
la proximidad al telémero. Un analisis bioinformatico del EN muestra que hay 10
copias presentes en el genoma de Candida glabrata asociadas con otros genes

EPA asi como otro tipo de genes.

PALABRAS CLAVE: Candida glabrata, Complejo Sir,yKu70, yKu80, Epa1



ABSTRACT
A novel downstream regulatory element cooperates with the silencing
machinery to repress EPAL1 expression in C. glabrata

Candida glabrata is an important opportunistic pathogen causing both bloodstream
and mucosal candidiasis. C. glabrata is able to adhere avidly to mammalian
epithelial cells. In the BG2 strain background, adherence is mediated primarily by
the Epa1 adhesin. EPAT1 is a member of a large gene family of about 23
paralogues that encode putative adhesins. The EPA genes are encoded at
subtelomeric loci where they are subject to chromatin-based transcriptional
silencing similar to the sub-telomeric silencing characterized in S. cerevisiae. In
this study, we address how EPAT1 transcription is regulated. Our data show that
EPA1 expression is subject to two distinct negative regulatory mechanisms. EPA1
transcription is repressed by sub-telomeric silencing: the Sir Complex (Sir2, Sir3
and Sir4), Rap1, Rif1, yKu70 and yKu80 are required for full repression. Activation
of EPA1 occurs immediately after dilution of stationary phase cells into fresh
media; however, transcription is rapidly repressed again, limiting expression to lag
phase, just as the cells exit stationary phase. This repression following lag phase
requires a cis-acting regulatory negative element (NE) located in the EPA1 3
intergenic region, and is independent of telomere proximity. Bioinformatic analysis
shows that there are 10 copies of the NE-like sequence in the Candida glabrata

genome associated with other EPA genes as well as non-EPA genes.

KEYWORDS: Candida glabrata, Sir complex, yKu70, yKu80, Epa1



ANTECEDENTES GENERALES

1. Biologia de Candida glabrata

Candida glabrata es un Eucarionte que pertenece al reino Fungi, phylum
Ascomycota, subphylum Saccharomycotina, clase Saccharomycetes, orden
Saccharomycetales, genero Candida, especie glabrata. Esta levadura mide de 1 a
4 um, es haploide, no dimérfica y presenta una relacion filogenética estrecha con
Saccharomyces cerevisiae (Figura 1) (Kaur et al., 2005; Wong et al., 2003).
C glabrata forma colonias de color crema, lisas y brillantes, que son relativamente
indistinguibles de otras especies de Candida (Fidel et al., 1999).

El genoma de la cepa CBS138 de C. glabrata esta secuenciado y disponible en la
base de datos Genolevures (http://www.genolevures.org). EI genoma es de
12.3Mb y esta organizado en 13 cromosomas, con un contenido de G+C de
38.8%. Contiene un total de 5,283 secuencias codificantes. Los genomas de
C. glabrata y S. cerevisiae tienen un alto grado de sintenia y tienen en promedio

de identidad de aminoéacidos del 65% entre proteinas ortélogas (Kaur et al., 2005).

Figura 1. Relacion filogenética entre C. glabrata y S. cerevisiae. Las secuencias 18S fueron alineadas por
ClustalW y se generd6 un filograma con el método de neighbor-joining (MacVector) (modificado de (Kaur et al.,
2005).

2. Epidemiologia

En general todo procedimiento que dafie mucosas o que tenga como efecto
suprimir al sistema inmune, tiene como consecuencia el aumento en las
infecciones ocasionadas por hongos del género Candida. Los factores que

contribuyen significativamente a este aumento en la incidencia de las infecciones
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invasivas por Candida son entre otros, el uso prolongado de antibiéticos de amplio
espectro, quimioterapia, tratamiento con inmunosupresores, cirugias, trasplantes,
uso de catéteres e implante de dispositivos prostéticos (Gomez et al., 2010).

En los afios 80s mas del 75 % de las infecciones por levaduras eran causadas por
Candida albicans. Sin embargo, recientemente las infecciones por otras especies
de Candida han ido en aumento. Diferentes estudios en los Estados Unidos han
determinado que C. glabrata es la segunda especie de Candida mas
frecuentemente aislada: C. albicans (63-70%), C. glabrata (26%-44%), Candida
parapsilosis (5%-15%), Candida tropicalis (6%-8%) y Candida krusei (2.5%)
(Horn et al., 2009; Pfaller y Diekema, 2010).

3. Factores de virulencia

El establecimiento de una infeccidon exitosa es un proceso multifactorial que
depende de eventos que se desencadenan tanto en el hospedero como en el
hongo. En los ultimos afios se han descrito diversos factores en C. glabrata que le
permiten infectar y persistir en el hospedero: capacidad de adherencia a células

epiteliales y endoteliales, y alta resistencia a estrés oxidante y a xenobidticos.

3.1 Proteasas y Lipasas

El genoma de C. glabrata tiene ocho genes (YPS) que codifican para aspartil
proteasas con un dominio para la adicién del ancla GPI (Glicosilfosfatidilinositol)
que les permite unirse covalentemente a la pared celular (Figura 2) (Gagnon-
Arsenault et al., 2006; Kaur et al., 2005). Estos genes YPS de C. glabrata tienen
un papel importante para la supervivencia dentro de los macrofagos, para
mantener la integridad de la pared celular al igual que, para la adherencia a
células de mamifero (Kaur et al., 2007).

C. glabrata tiene tres genes que codifican para fosfolipasas B (PLB) los cuales no

han demostrado ser importantes para la virulencia.



Figura 2. Representacion esquematica del cluster de YPS en C. glabrata(Kaur et al., 2007).

3.2 Resistencia a especies reactivas de oxigeno

En condiciones in vitro C. glabrata es resistente a altos niveles de especies
reactivas de oxigeno como el peroxido de hidrogeno (Cuellar-Cruz et al., 2008;
Kaur et al., 2007). Ademas, C. glabrata sobrevive en el interior de algunas células
fagociticas en las que se producen altas concentraciones de especies oxidantes
(Kaur et al., 2007). La resistencia a estrés oxidante in vitro depende casi en su
totalidad de la catalasa Cta1, que se regula principalmente por los factores Yap1,
Skn7, Msn2 y Msn4. Sin embargo, en experimentos in vivo en un modelo murido
de infeccion sistémica, la Cta1 es dispensable, indicando que hay otros sistemas
de la respuesta a estrés oxidante que compensan la ausencia de Cta1l (Cuellar-
Cruz et al., 2008).

3.3 Resistencia a fluconazol

El incremento en la incidencia de candidiasis por C. glabrata correlaciona con el
aumento en el uso de azoles, especialmente fluconazol. Este agente antifungico
es el mas usado para tratar infecciones por Candida. C glabrata es resistente de
manera innata a este antimicotico (Hitchcock et al.,, 1993; Richardson, 2005;
Sanglard et al., 2001).

En C. albicans, los trasportadores de la familia ABC (ATP-Binding Casset) Cdrip y
Cdr2p, asi como el transportador Mdr1p de la familia MFS (Major FEacilitator
Superfamily) participan en la resistencia a los azoles. De manera similar, C.

glabrata resiste a los azoles al incrementar la expresién de CDR1, PDH1 (CDR2) y



ERG11. En C. glabrata un ortélogo de MDR1 confiere resistencia a los azoles

cuando se expresa en S. cerevisiae (Kaur et al., 2005; Morschhauser, 2010).

3.4 Adherencia

La adherencia de un microorganismo a las células del hospedero se considera un
factor de virulencia importante dentro de las etapas del proceso infeccioso. Si bien
varios hongos comparten la caracteristica de adherencia, cada uno tiene
diferentes adhesinas especificas que proporcionan a las células propiedades de
adhesion particulares. En el hongo patégeno Pneumocystis carinii los genes MSG
codifican para proteinas de la pared celular que son importantes para la
adherencia a células y variacién antigénica que ha sido propuestacomo un sistema
para evadir el sistema inmune del huésped (Stringer y Keely, 2001). La familia de
adhesinas de C. albicans (Als, Hwp, Hyr1 y Eap1) y C. glabrata (Epa) les confieren
la capacidad de adherirse a células de mamiferos (De Groot et al., 2003; De Groot
et al., 2003; Li y Palecek, 2003). El gen HWP1 de C. albicans codifica una proteina
de pared celular que actua como sustrato de una transglutaminasa de las células
de mamiferos. Esta enzima del hospedero une covalentemente el extremo amino-
terminal de Hwp1 a la superficie de las células epiteliales humanas. Mutantes en
HWP1 tienen reducida capacidad de adherencia y estan atenuadas en virulencia
en modelos animales de infeccion oral y sistémica (Staab et al., 1999; Sundstrom
et al., 2002).

C. glabrata tiene la habilidad de adherirse a células epiteliales y a superficies de
materiales de uso médico. Esta capacidad de adherencia esta mediada por la
expresion de varios miembros de la familia de genes EPA (por sus siglas en inglés
epithelial adhesins) que codifican para proteinas de pared celular. Epal es la
principal adhesina que se expresa en la cepa BG2 in vitro y es responsable de
mediar la adherencia a células epiteliales HEp2 (Figura 3). EI gen EPAT1 se
identificod inicialmente en un escrutinio de mutantes de C. glabrata incapaces de
adherirse in vitro a células epiteliales. La cepa mutante en el gen EPA1T redujo la
adherencia de C. glabrata a células epiteliales in vitro en un 95% (Cormack et al.,
1999).



Figura 3. Adherencia in vitro de C. glabrata a células HEp2. Fotografia de microscopia de electrénica de
barrido. Barra de escala 1 um (Cormack et al., 1999)

Epal es una lectina cuya funcién es dependiente de Ca** que reconoce en el
hospedero glicoconjugados que contienen N-acetil-lactosamina (Cormack vy
Falkow, 1999). La estructura de la proteina cuenta con tres regiones: una
secuencia N-terminal expuesta al ambiente extracelular que media interacciones
especificas proteina-ligando, una region central que consta de tres repeticiones de
una secuencia de 40 aminodacidos rica en serinas y treoninas que se glicosilan en
las posiciones N y O en residuos de asparagina (N-glicosilacion) y serinas vy
treoninas (O-glicosilacion) (Cormack y Falkow, 1999; Frieman et al., 2002) y una
secuencia hidrofébica C-terminal donde se adiciona el grupo de unién a GPI.

Cepas mutantes epalA de C. glabrata, pierden la capacidad de adherencia in
vitro. Ademas, la expresion heterdloga de Epal en la levadura no adherente
Saccharomyces cerevisiae, le confiere la capacidad de adhesién a células
epiteliales tipo Lec2 (linea celular derivada de células epiteliales de ovario de
hamster chino (CHO) deficiente en la produccién de acido sialico que presenta
N-acetyl-lactosamina como azucar terminal en los carbohidratos complejos ligados
a las glicoproteinas a través de un enlace N) . Estos experimentos muestran que
Epa1 es una adhesina, y que al menos en la cepa BG2, es la unica adhesina que

se expresa in vitro (Castano et al., 2005; Cormack y Falkow, 1999).



4. Silenciamiento subtelomérico
El gen EPA1 pertenece a una familia de aproximadamente 23 paralogos (Figura 4)
que codifican para proteinas de pared celular y de los cuales, muchos de estos

genes se encuentran localizados en regiones subteloméricas.
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Figura 4. Arbol filogenético de las 23 secuencias de proteinas Epa que se encuentran en la cepa BG2. El
dendograma se construyd a partir de las secuencias de aminoacidos del dominio de unién al ligando
N-terminal (300 primeros aminoacidos), de las proteinas Epa, usando la metodologia neighbor-joining. La

mayoria de los genes EPA se encuentran localizados en regiones subteloméricas (Subtel). Los que se

encuentran en regiones internas estan marcados como “internal”

El locus EPA1 se encuentra en la regidon subtelomérica del Cromosoma E Derecho
(Cr-E-D) junto con otros tres genes que codifican para proteinas de pared celular.
Los cuatro genes son HYR1, EPA1, EPA2 y EPA3 (Figura 5). A pesar de que este
grupo de genes no se conserva entre C. glabrata y S. cerevisiae, rio arriba de este
grupo de genes si se conserva la sintenia con S. cerevisiae (De Las Penas et al.,
2003).



Figura 5. Mapa esquematico del locus EPA1. Los numeros muestran el tamafio en kilobases (Kb) de los
genes y la distancian entre los genes y el telémero. Las flechas indican la direccién de la transcripcion. ISC1
codifica para una fosfolipasa C. Telémero (T).

La localizacién subtelomérica de los genes EPA tiene implicaciones importantes
para su expresion. En la cepa BG2, ninguno de los genes EPA, excepto EPA1, se
expresan debido, en parte, al silenciamiento subtelomérico. El silenciamiento
subtelomérico crea una estructura de la cromatina que impide la transcripcion de
genes cercanos al teléomero (Castano et al., 2005; De Las Penas et al., 2003).

En S. cerevisiae, las principales proteinas que participan en el silenciamiento
subtelomérico son: el complejo Sir (Sir2, Sir3, Sir4), Rap1, Ku70, Ku80 y Rif1
(Rusche et al., 2003). Se ha descrito en S. cerevisiae que el silenciamiento
comienza cuando la proteina Rap1 (Repressor/Activator Protein 1) se une a las
secuencias repetidas de los telémeros y recluta al complejo Sir (Silent Information
Regulator). EI complejo Sir se extiende hacia las regiones subteloméricas ya que
la proteina Sir2 que es una desacetilasa de histonas dependiente de NAD®,
desacetila las histonas H3 y H4 y se crean sitios de alta afinidad para las proteinas
Sir3 y Sir4 (Figura 6). La desacetilacion de las Histonas H3 y H4 condensa la
cromatina y crea una estructura represiva para la transcripcion denominada
cromatina silenciosa (Moretti et al., 1994).

Los genes HDF1 y HDF2 (High Affinity DNA Binding FEactor) codifican
respectivamente para yKu70 y yKu80 que forman un complejo heterodimérico.
Estas proteinas participan en la reparacién de rupturas de doble cadena en el
ADN, ayudan a localizar a los telémeros en la periferia nuclear y se requieren para
establecer y mantener el silenciamiento subtelomérico. yKu70 y yKu80 se unen al
extremo del telémero y favorecen la interaccion del complejo Sir3-Sir4 con la
proteina Rap1 (Figura 7)(Boulton y Jackson, 1998; Downs y Jackson, 2004;
Gasser et al., 2004; Hediger et al., 2002)



Figura 6. Mecanismo del silenciamiento subtelomérico. Multiples copias de Rap1 se unen a una secuencia
repetida simple en cada region telomérica, que carece de nucleosomas (A). Estas proteinas nuclean el
ensamblaje del complejo Sir, (Sir2, Sir3, Sird4) a través de su union con Sir3 y Sir4, las cuales interaccionan
con Sir2 (B). Sir2 desacetila los residuos de lisina en los extremos N-terminal de las histonas H3 y H4 de los
nucleosomas cercanos (C).

En S. cerevisiae, Rif1 (RAP1-Interacting Factor) actua como un regulador negativo
del silenciamiento al unirse a Rap1 e impedir la interaccién entre el complejo
Sir3/Sir4 con Rap1. (Figura 7) (Hediger et al., 2002). Algunos de los fenotipos de
la mutacién nula en RIF1 son el alargamiento de los telomeros, y el incremento del
silenciamiento de genes reporteros adyacentes al telémero (Wottony Shore, 1997).
En C. glabrata, en cambio, Rif1 tiene aparentemente una actividad distinta en el
silenciamiento subtelomérico. Participa igualmente en la regulacion de la longitud
de los telomeros, pero actua como un regulador positivo del silenciamiento
(Castano et al., 2005). En la mutante nula rif1A en C. glabrata se desreprimen los
genes EPA asi como el gen reportero URAS3 insertado cerca de los teldbmeros
estudiados. La diferencia en la regulacion entre ambos organismos se puede
deber a que las proteinas Rif en dichas levaduras no presentan un alto grado de
identidad (24% identidad, 41% similitud) (Castano et al., 2005). Este porcentaje

bajo en homologia sugiere que las proteinas podrian tener diferente funcion.
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Figura 7. Silenciamiento subtelomérico en S. cerevisiae. En una cepa silvestre (Wid Type) las proteinas Ku70
y Ku80 favorecen la interaccion entre Rap1 y el complejo Sir3/4. Rif1 compite con el complejo Sir3/4 por la
unién a Rap1. En una cepa hdf1A la mayoria de las proteinas Sir2/3/4p son desplazadas del teléomero y los
genes subteloméricos que permanecian reprimidos por las proteinas Sir2/3/4 ahora se pueden expresar. En
una cepa rif1A, Rap1 recluta mas eficientemente al complejo Sir3/4 (imagen no mostrada). La pérdida de
silenciamiento en una cepa hdf1A se puede restaurar en una doble mutante hdf1A rif1A, debido a que se
elimina el competidor de las proteinas Sir3/4p (Hediger et al., 2002).

En C. glabrata, mutantes en cualquiera de los genes que codifican para proteinas
del silenciamiento subtelomérico, son hiperadherentes. Esta hiperadherencia se
debe a la activacion de genes EPA subteloméricos como EPA1, EPA6 y EPA7Y.
En un experimento in vivo, en un modelo murido de infeccion de vias urinarias,
una cepa mutante nula de los genes EPA1, EPA6, y EPA7, no coloniza
eficientemente el rifdn ni la vejiga (Domergue et al., 2005). Por otra parte una
cepa mutante sir3A, en la que se encuentran sobre-expresados los genes EPAT,
EPA6 y EPA7, presenta un incremento de aproximadamente 3 veces en la
colonizacion del rindn (Castano et al.,, 2005).0Otra evidencia que apunta a la
desrepresion de genes EPA en ausencia del complejo Sir, es la formacion de
biopeliculas, probablemente debido a la induccion de EPA6 en mutantes sirdA
(Iraqui et al., 2005).

5. Regulacién subtelomérica de los genes EPA
En C. glabrata el nivel y extension del silenciamiento subtelomérico no es

equivalente en los telomeros estudiados. Ademas los genes EPA asociados a los
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distintos telomeros se regulan diferencialmente por las principales proteinas de
silenciamiento (Rosas-Hernandez et al., 2008).

Una caracteristica del silenciamiento subtelomérico en C. glabrata es que puede
propagarse a una distancia de entre 20 a 25 Kb a partir del telébmero, en contraste
con lo reportado en S. cerevisiae cuya extensidén abarca de 4 a 8 Kb (Pryde y
Louis, 1999; Rosas-Hernandez et al., 2008). Por ejemplo en Ila region
subtelomérica Cr-E-D donde se encuentra el gen EPA1 (Figura 8) y en la region
subtelomérica Cr-I-D donde se encuentran EPA4 y EPAS, el silenciamiento
subtelomérico se extiende a mas de 20Kb del telémero (Castano et al., 2005; De
Las Penas et al., 2003).

Cr-E-D

-315Kb -20.86 Kb -13.39 Kb -1.32 Kb

Figura 8. Silenciamiento del locus EPA1. A) Mapa de la localizacion de las diferentes inserciones del gen
reportero URAS3, representadas por cada triangulo inverso (inserciones 1, 2, 3 y 4). La distancia de la insercion
a partir del teldmero se muestra en Kb. Las flechas indican la direccion de transcripcion. B) La transcripcion
del gen reportero URA3 esta sujeta a silenciamiento subtelomérico cuando esta insertado en la region
intergénica entre el gen EPA3y el teldmero asi como entre los genes EPA2 y EPA3. Las cepas que contienen
las inserciones del URA3 se crecieron hasta fase estacionaria en medio YPD y se realizaron diluciones
seriadas. Un ndmero igual de células se sembraron en medio sintético completo sin uracilo (-Ura) y en uno
con 5-FOA (5 Acido Fluordtico) para determinar el silenciamiento del gen reportero URA3. Las cepas que
expresen el gen URA3, no pueden crecer en el medio con 5-FOA, unicamente crecen las células que no

expresan el gen URA3, que se encuentra bajo silenciamiento (Rosas-Hernandez et al., 2008).
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En las regiones donde se encuentran codificados los genes EPA1, EPA2, EPAS3,
EPAG6 y EPA7, las proteinas Sir2p, Sir3p y Sir4p son esenciales para mantener la

estructura de la cromatina silenciada (Rosas-Hernandez et al., 2008) (Figura 9).

Cr-E-D

-20.86 Kb -13.39 Kb -1.32 Kb

Figura 9. Participacion de Rif1 y yKu70/yKu80 en el silenciamiento subtelomérico. A) Mapa de la localizacion
de las diferentes inserciones del gen reportero URA3 en el teldmero derecho del cromosoma E. Cada
triangulo inverso representa la insercion del gen reportero URA3 (inserciones 2, 3 y 4) en el telémero. B)
Mutaciones nulas hdf14, (yKu70), hdf2A, (yKu80), rif1A, sir2A, sir34, y sir4A, se introdujeron en cada una de
las cepas que tienen inserciones deURAS3 (2, 3y 4, Panel A). (Rosas-Hernandez et al., 2008).

El silenciamiento subtelomérico es un sistema global de regulacion que permite
gue un solo sistema de regulacién pueda regular varios genes simultaneamente.
Sin embargo, al eliminar el silenciamiento subtelomérico, no todos los genes EPA
subteloméricos se expresan. Esta regulacion diferencial indica que ademas del
silenciamiento subtelomérico, existen sistemas adicionales de regulacién
especifica para determinados genes EPA (Figura 10) (Castano et al., 2005).

Se ha determinado que EPAG6 se induce en rifldn y vejiga durante una infeccion de
vias urinarias en raton. En este caso, la sefal importante para la desrepresion de

EPAG, es la deficiencia de niacina o acido nicotinico (NA) en orina (Domergue et
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al., 2005). El NA es un precursor de NAD, que a su vez es necesario para la
actividad de desacetilasa de histonas de Sir2. Por esta razén, en orina donde los
niveles de NA son bajos, la actividad de Sir2 es menor y produce una induccion de
EPAG.

ANTECEDENTES DIRECTOS

En el locus EPA1 hay dos aspectos importantes en cuanto a la regulacién por
silenciamiento subtelomérico. Primero, la insercion del gen reportero URA3 entre
EPA1 y EPA2 (20.8 Kb respecto del telomero) sugiere que el silenciamiento
subtelomérico termina en este sitio (Figura 8) (Rosas-Hernandez et al., 2008). Sin
embargo el analisis de la mutante sir3A, muestra que hay una induccion
considerable de la expresidén del gen EPA1 (Figura 10). Ademas, datos que se
presentan y se discuten en esta tesis indican claramente que la expresion del gen
EPA1 esta regulada por silenciamiento dependiente del complejo Sir y de la
cercania al telomero, es decir, el silenciamiento subtelomérico debe de continuar
hasta el promotor del gen EPA1. Segundo, las proteinas yKu70 y yKu80 de
C. glabrata participan positivamente en el silenciamiento de las regiones
subteloméricas de los cromosomas donde se encuentran EPA4 y EPA5(Cr-1-D),
EPA6 (Cr-C-l), y EPA7(Cr-C-D) (Rosas-Hernandez et al., 2008) de forma
probablemente similar a las proteinas yKu70/80 ortdlogas de S. cerevisiae, sin
embargo, las proteinas yKu70 y yKu80 no participan en el silenciamiento
subtelomérico en el telémero del locus EPA1 en el Cr-E-D (Figura 9). Creemos
que la independencia de este teldbmero de yKu70 y yKu80 se debe a la presencia
del silenciador que se encuentra entre EPA3 y el telémero (Juarez-Reyes et al.,
2012) y a un elemento en cis, localizado a 300pb del codon de término del gen
EPA1 y que se requiere para la regulacion negativa del gen EPA1. Este elemento
en cis si depende de yKu70 y yKu80.

Un dato adicional demostré que una insercion de 4 Kb en la region intergénica 3°
entre EPA1 y EPA2 induce la expresion de EPA71 lo que vuelve a las células

hiperadherentes.
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Figura 10. Regulacién de la expresiéon de los genes

wi
riflA

EPA1-7. Ensayo de proteccion a la nucleasa S1,

»
. rapl-21
. sri3A

LPAI
donde se muestran los niveles de transcripcion de
EPA2 los genes EPA1-7 en una cepa silvestre (WT) y en
las cepas rif14, rap1-21 y sir3A en cultivos en fase
EPA3

estacionaria. La mutacion en rap7-21 es una
EPA4/5 ' mutacion en la que se eliminaron los Ultimos 28
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EPA6 ". Rap1p, debido a que la mutacion nula es letal.

(Castano et al., 2005).
EPA7 . .'
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los datos previos obtenidos en el laboratorio, parecian indicar que el
silenciamiento subtelomérico del telémero derecho del cromosoma E, terminaba
en la regién intergénica entre EPA1 y EPA2 (Figura 8); sin embargo, en cepas
sir3A se induce fuertemente la expresion del gen EPA1 (Figura 10), lo que sugiere
que la transcripcion del gen EPA1 si esta sujeta a silenciamiento subtelomérico.
Una posible explicacion es que la insercion del reportero URA3 entre EPAT y
EPA2 se realizé con una construccion en la cual la transcripcion de URAS3 se
origina en su propio promotor. EI promotor de URA3 podria ser mas fuerte y por lo
tanto menos sensible al efecto del silenciamiento que el del gen EPA1, como se
ha propuesto (Rossmann et al., 2011).

Adicionalmente, los datos de la cepa que contiene una insercion de 4 Kb en la
region intergénica 3" entre EPAT1 y EPAZ2, indican que este gen ademas esta
sujeto a otro tipo de regulacién negativa que se pierde al insertar 4 Kb en la region

intergénica 3" entre EPA1y EPAZ2 y resulta en su sobre-expresion.
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HIPOTESIS

La expresidon del gen EPA1 esta controlada negativamente por dos mecanismos
distintos y ademas existe un activador que induce su expresion bajo ciertas

condiciones in vitro.

OBJETIVO GENERAL

Analizar la regulacion transcripcional del gen EPA1, que codifica para una

adhesina en Candida glabrata.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Caracterizar el papel regulador del silenciamiento subtelomérico en la expresién
del gen EPAT.

2. Caracterizar el elemento en cis que regula la expresion del gen EPAT.

3. Caracterizar la participacion de las proteinas del silenciamiento en la actividad

del elemento negativo.

DESCRIPCION DEL TRABAJO REALIZADO EN ESTA TESIS

En este trabajo nos propusimos entender a detalle la regulacion transcripcional del
gen EPA1. EPA1 como se ha descrito arriba, se encuentra localizado a 20.7 Kb
del telémero del cromosoma E junto con otros 2 genes EPA (orden EPA1, EPA2,
EPA3 y Teldmero). Nuestros datos indican que la expresion de EPA1 esta
reprimida por el complejo Sir (Sir 2, Sir3 y Sir4), Rap1, Rif1 y yKu70/80. La
expresion del gen EPA1 se induce inmediatamente después de diluir células de
fase estacionaria en medio fresco y concomitantemente las células se vuelven
adherentes. Descubrimos que la expresion del gen EPA1 se limita a la fase lag y

se regula negativamente de forma muy estricta durante la fase log y también en
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fase estacionaria. Encontramos que existe un elemento negativo (EN) regulador
en cis, localizado en la region intergénica entre EPA1y EPA2, a 300pb del codon
de término del gen EPA1. Este EN tiene una participacion muy importante en la
represion de la expresion de EPA71. Ademas, la actividad del EN depende de las
proteinas yKu70/yKu80. Este EN se encuentra presente en el genoma de
C. glabrata asociado a genes EPA y a otros genes. Una pregunta que permanece
abierta es si este modelo de regulacion a través de un elemento en cis al 3' de un
gen, se encuentra conservado en otras levaduras, ya que este es el primer

ejemplo de este tipo de regulacion para promotores controlados por la RNA Pol Il
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Table supplementary
The NE is specific for the EPA1 promoter

Plasmid Fold of repression

1 pAP353 1.55
2 pAP354 1.22
3 pAP385 10.74
4 pSP21 14.27
5 pSP26 2.86
6 EGD1 + EN 1.10
7 EGD1 + UTR 1.20
8 HHT2 + EN 1.32
9 HHT2 + UTR 1.32
10 |PDC1+EN 1.35
11 |PDC1 + UTR 1.29
12 |MET3 + EN 1.70

13 |MET3 + UTR 1.21

14 |MET3 +EN 1.40

15 |MET3 + UTR 1.13

Fold of repression is the maximal expression of GFP at 2 hours divided by the expression at 8 hours. NE:
EPA1 3'UTR + 3' negative element. UTR: EPA71 3'UTR. Lines: 2-5: EPA1 promoter, 6-11: constitutive promoter
(EGD1 (Subunit beta1 of the nascent polypeptide-associated complex (NAC)), HHT2 (Histone H3), PDC1
(Pyruvate decarboxylase), 12-15: inducible MET3 promoter (sulfate adenylyltransferase), this promoter is
induced by growing the cell in SE medium without met and cys. Experiments in line 12 and 13 are induced
(without met and cys) and line 14 and 15 are cells grown in the presence of these aminoacids. pAP353,
pAP354 and pAP385 were done as described in the legend to Fig. 1D, and pSP21 and pSP26 were done as
described in Fig. 2.
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DISCUSION

Una de las caracteristicas mas importantes para la virulencia en los agentes
patdgenos es la adherencia especifica a células de tejidos. Dicha capacidad para
adherirse a células y superficies abioticas, asi como la habilidad de formar
biopeliculas a menudo estan ligadas a la expresion de familias de proteinas de
superficie cuya transcripcidén esta finamente controlada. En Candida glabrata los
genes EPA codifican para proteinas de pared celular a las que se une un grupo
GPI, y al menos en el fondo genético de la cepa BG2, las adhesinas Epa1, Epa6 y
Epa7 en condiciones in vitro son responsables de la adherencia a células
epiteliales (Castano et al., 2005; Cormack y Falkow, 1999; De Las Penas et al.,
2003; Domergue et al., 2005). La mayoria de los genes EPA estan sujetos a
silenciamiento subtelomérico. Esta regulacién epigenética de las adhesinas es una
ventaja ya que no compromete a toda la poblacién de células a expresar una
adhesina en particular, sino que en una poblacién de células genéticamente
idéntica, pueden existir células individuales que expresen distintas adhesinas, que
les permitiria adherirse a otros nichos. Esto favorece un balance entre la
adherencia, colonizacién y diseminacién (De Las Penas et al., 2003; Domergue et
al., 2005; Halme et al., 2004).

La expresion de EPAL esta regulada negativamente por un elemento en cis

localizado en laregién intergénica 3" de EPAL.

En este estudio, mostramos que la expresion del gen EPA71 se regula
negativamente por dos mecanismos independientes, primero el silenciamiento
subtelomérico que depende de la cercania al teldbmero y segundo, un mecanismo
novedoso independiente del telomero. Esta regulacion negativa se da a través de
un elemento negativo en cis (EN) (por sus siglas en inglés cis-acting negative
element). EI EN es una secuencia de 200pb que se localiza a 300pb rio abajo del
codon de paro del gen EPAT, en la region intergénica entre EPA1y EPA2. EI EN
reprime la expresion independientemente del 3 'UTR utilizado asi como cuando se

coloca rio arriba del promotor del gen EPA1, lo que corrobora que la actividad del
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EN esa nivel de la transcripcion del gen EPA71 y no a través de la traduccion.
Ademas el 3'UTR del gen EPAT1 tiene una contribucién parcial en la expresiéon de
EPAT1.

En S. cerevisiae no se han descrito elementos reguladores de la transcripcion
mediada por la RNA polimerasa Il, que actuen en cis y estén localizados fuera del
promotor, al 3’ del ORF; sin embargo, en esta levadura se han descrito elementos
similares que actuan en cis los cuales regulan la transcripcion de algunos genes
dependientes de la RNA polimerasa lll. En otros organismos, se han descrito
elementos similares que se encuentran en intrones (Calderwood et al., 2003;
Company et al., 1988; Company y Errede, 1988; Delaloy et al., 2008; Errede et al.,
1987; Martin et al., 1999; Stark et al., 2001; Teague et al., 1986).

En levaduras los sitios de reconocimiento en cis de los activadores y represores
(UAS & operador respectivamente), generalmente estan localizados a una
distancia no mayor a 700pb rio arriba del sitio de inicio de la transcripcidon
(Guarente y Hoar, 1984; Keegan et al., 1986; Struhl, 1984). Sin embargo, cuando
se insertan estos elementos heterélogamente a una distancia mayor de 700pb en
el extremo 3' de un gen reportero, la transcripcién del reportero se puede activar o
reprimir si el gen reportero y el elemento en cis estan localizados cerca del
teléomero (De Bruin et al., 2001; Zaman et al., 2002). Una explicacion es que los
telomeros de las levaduras pueden doblarse y formar una estructura secundaria o
bucle que acerca al promotor con el elemento en cis. Cuando el elemento en cis,
recluta el factor transcripcional correspondiente, se favorece la interaccion con la
region del promotor, que se ha acercado una vez que se dobla el ADN, y de esta
manera se activa o reprime la transcripcion de estos genes. Un mecanismo similar
podria ocurrir entre el EN y algun elemento en el promotor del gen EPA1 a través
de la formacién de un bucle del ADN que podria establecer una interaccion que
conduce a la represion del gen EPA1. El hecho de que el EN no funciona como un
represor transcripcional en presencia de promotores distintos al del gen EPA1
(PHHT2, PMETS, PPak1, Proct, Pecp1, ver Tabla 5), apoya esta hipétesis.

No existen reportes en otras especies de Candida cuya regulacién transcripcional

sea dependiente de un elemento en cis al 3' del ORF. Sin embargo existe un claro
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paralelismo de la regulacion del gen EPAT con los genes ALS1 y ALS7 de C.
albicans (que codifican para proteinas de adhesion). Estos genes ALST y ALS7,
se inducen también en fase lag (Green et al. 2005). Sin embargono se ha probado

si esta regulacion depende de un elemento al 3°.

La represion de la expresiéon en EPAlmediada por el EN depende de HDF1
(yKu70) y HDF2 (yKu80) pero es independiente del telo6mero.

La represion del gen EPA1 mediada por el EN, que se observa después de la
induccién cuando la transcripcién se produce en el contexto del cromosoma, se
recapitula en plasmido. Esto indica que todos los elementos reguladores para una
correcta expresion del gen EPA1 estan contenidos en el plasmido y que el EN es
responsable de la represion transcripcional del gen EPA1 e independiente del
telomero. Esta regulacion independiente del telémero de la expresion del gen
EPA1 debe coordinarse con el silenciamiento dependiente del telémero.

Nuestros datos genéticos muestran que la represién a través del EN depende de
HDF1 (yKu70) y HDF2 (yKu80). yKu70 y yKu80 son esenciales para la reparacién
de doble cadena de ADN (Rosas-Hernandez et al., 2008), previene la degradacion
y la fusién de los extremos de los cromosomas e inicia el silenciamiento mediante
el reclutamiento de Sir4 al telomero (Tham y Zakian, 2002). En C. glabrata
yKu70/yKu80 no se requieren para el silenciamiento en la region subtelomérica del
telomero de EPA1(Rosas-Hernandez et al., 2008). ;Como puede yKu70/yKu80
reprimir la transcripcion del gen EPAT1 a través del EN?. Dado que se ha
demostrado que el complejo Ku70/80 también se asocia con las regiones
subteloméricas (Martin et al., 1999) y que puede nuclear silenciamiento cuando se
recluta en algunas regiones del ADN (Rusche et al., 2003; Tham y Zakian, 2002),
un posible modelo es que Ku se asocie directamente con el EN lo que facilita
interacciones entre el EN y el promotor del gen EPA1 formando una estructura

represiva de la cromatina.
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La expresion de EPA1L estd sujeta a silenciamiento.

La expresion del gen EPA1 se regula por la maquinaria del silenciamiento
(Castano et al.,, 2005; Domergue et al., 2005). Sin embargo el analisis de los
genes reporteros URA3 insertados entre los genes EPA1, EPA2, EPA3 y el
telomero sugiere que el silenciamiento subtelomérico termina en la regién
intergénica entre EPA1 y EPA2 (De Las Penas et al.,, 2003). Esto parece
contradecir los datos nuevos presentados en este trabajo donde mostramos que la
expresion del gen EPA1 esta sujeta a silenciamiento, y el promotor del gen EPA1
estd mas lejos de lo que parecia indicar el estudio previo (De Las Penas et al.,
2003; Rosas-Hernandez et al., 2008). Los nuevos experimentos genéticos
mostrados en este trabajo confirman que Sir2, Sir3 y Sir4 silencian la expresion
del gen EPA1. Nosotros sugerimos que la diferencia radica en que el gen
reportero de las inserciones usadas afecta el ensayo de silenciamiento. El gen
reportero URA3 que se utilizé en los experimentos de silenciamiento se hicieron
con dos promotores diferentes, el promotor del gen EPA1 fusionado al gen URAS3
(este trabajo) y el gen URAS3 bajo su propio promotor en el analisis anterior
Castano et al., 2005; De Las Penas et al., 2003; Rosas-Hernandez et al., 2008).
Sugerimos que la construccion de Pepari:URAS3 reporta de manera mas fidedigna
el silenciamiento que el gen URA3 con su propio promotor debido a que el
promotor del EPA1 es mas débil y mas sensible al silenciamiento o bien porque tal
vez el reportero URA3 inherentemente no es un sistema perfecto para evaluar el
silenciamiento (Rossmann et al., 2011).

Nuestros datos sugieren que hay dos mecanismos distintos que controlan
estrictamente la expresion del gen EPAT: regulacion negativa por el silenciamiento
subtelomérico que depende del Complejo Sir y de la proximidad del telémero, y la
represion a través del EN localizado en el extremo 3 de EPAT, la cual es
independiente del telémero y del complejo Sir, pero que depende de yKu70 y
yKu80. Estos dos mecanismos funcionan de forma independiente, pero en
conjunto, establecen un estricto control de la expresion del gen EPA1. En nuestro
modelo actual de la regulacion transcripcional del gen, proponemos que existe un

activador de la transcripcion del gen EPA1 que esta presente durante toda la fase
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logaritmica de crecimiento cuya actividad se contrarresta por ambos mecanismos
descritos en este trabajo. Cuando las células provenientes de fase estacionaria se
diluyen en medio fresco, se induce la expresion del gen EPA1 debido a la accién
del activador transcripcional propuesto. Después de la primera divisidn celular,
ambos mecanismos de silenciamiento (el dependiente del Complejo Sir y el del EN
dependiente de yKu70/80), cooperan para reprimir la transcripcion. Estos dos
mecanismos reguladores contrarrestan al activador que esta presente y activo a lo
largo de la fase logaritmica y mantienen reprimida la expresion del gen EPA1. Este
modelo de regulacion mantiene la expresion del gen EPA1 fuertemente reprimida,
pero preparada para ser inducida transitoriamente en un medio ambiente
adecuado. Aun no hemos identificado el activador, sin embargo, los factores de
transcripcion Flo8 y Mss1 son candidatos ya que ambos factores de transcripcion
se requieren normalmente para la expresion de EPAG6 bajo la induccién de

condiciones ambientales de estrés (Mundy y Cormack, 2009).
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