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Resumen

El papel de la desacetilasa de histonas Hstlp en la Respuesta a Estrés Oxidante y
Resistencia a Fluconazol en Candida glabrata.

En las ultimas dos décadas, Candida glabrata ha emergido como un importante
patbgeno oportunista. Esta levadura, en respuesta a la limitacion ambiental de
niacina (precursor del cofactor NAD"), inactiva la desacetilasa de histonas Sir2p y
favorece la colonizacion del hospedero mediante la induccion de adhesinas
epiteliales. Se ha reportado que la sirtuina paraloga a Sir2p, Hstlp, participa en la
restauracion de los niveles de NAD" bajo condiciones limitantes de niacina.

Sin embargo, este trabajo demuestra que Hstlp también actla como un regulador
negativo de la resistencia a fluconazol y la respuesta a estrés oxidante de C.
glabrata. A pesar del alto grado de conservaciéon de Hstlp entre C. glabrata y
Saccharomyces cerevisiae, estas sirtuinas controlan un grupo de genes distinto en
ambas especies. Identificamos que uno de los componentes que probablemente
participa en esta regulacion diferencial, es el represor Sumlp, ya que en ausencia
de este factor, C. glabrata exhibe los mismos fenotipos que cuando carece de
Hstlp. Datos de microarreglos respaldan nuestras observaciones y sugieren que
la induccién de los genes regulados negativamente por Hstlp podria resultar
favorable contra el estrés oxidante, durante la limitacion de nutrientes y la
exposicion a fungistaticos. Hemos propuesto un modelo en donde la limitacion de
NAD" o el estrés oxidante, inactivan temporalmente a Hstlp y otras sirtuinas, para
inducir un estado protector celular. Consideramos probable que Hstlp y Sumlp
formen un complejo represor importante en la patogenia de C. glabrata. Ademas,
desarrollamos herramientas moleculares que nos permitiran marcar éstas
proteinas con distintos epitopos y responder preguntas con respecto a los

mecanismos que subyacen en dicha regulacion.

PALABRAS CLAVE. Candida glabrata, fungistaticos azdlicos, especies reactivas
de oxigeno, sirtuinas, represor Sumip, silenciamiento, NAD".
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Abstract

Role of the histone deacetylase Hstlp in the Candida glabrata oxidative stress

response and fluconazol resistance.

In the last two decades Candida glabrata has emerged as an important agent in
both mucosal and bloodstream infections. Sir2p is a NAD'-dependent histone
deacetylase that represses several virulence-associated adhesins. It has been
previously shown that these adhesins, are transcriptionally induced in response to
environmental niacin limitation (NAD" precursor) and that the Sir2p paralog, Hstlp,
restores the intracellular NAD" levels under this environmental cue.

Interestingly, this work shows that Hstlp is a negative regulator of the oxidative
stress response and fluconazole resistance in C. glabrata. The Hstlp sequence is
highly conserved among C. glabrata and Saccharomyces cerevisiae. Surprisingly,
these sirtuins regulate a different set of genes in both organisms. We identify the
transcription factor Sumlp as a component of this differential regulation, because
in its absence, C. glabrata becomes more resistant to hydrogen peroxide and
fluconazole. Recent microarray data support our observations and suggest that
genes negatively regulated by Hstlp, may be useful against oxidative stress,
antifungal drugs and nutrient starvation. Here, we propose a model in which NAD*
limitation or oxidative stress, could induce a cellular protective state through the
temporal inactivation of Hstlp and other sirtuins. Our results suggest that an
interaction between Hstlp and Sumlp may exist and we believe that this putative
complex could be important in the C. glabrata pathogenesis. Finally, we developed
a set of plasmids for epitope tagging that will allow us to answer some questions

about the underlying mechanism of Hst1p-Sum1p regulation of this responses.

KEYWORDS. Candida glabrata, azole antifungals, reactive oxygen species,
sirtuins, Sum1p repressor, silencing, NAD".
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Hstlp en la resistencia a estrés oxidante y a fluconazol en C. glabrata Emmanuel Orta Zavalza

1. INTRODUCCION
1.1 EL PATOGENO EMERGENTE Candida glabrata.

Las especies del género Candida son los patégenos flungicos oportunistas mas
comunes en seres humanos y llegan a causar hasta el 8% de las infecciones
sistémicas nosocomiales (Pfaller and Diekema, 2007). A pesar de los significativos
avances hechos en la ultima década en el campo de la terapia antimicética, éstas
infecciones constituyen un importante problema de salud publica porque se
asocian a altos y persistentes indices de mortalidad, sobre todo en pacientes
inmunocomprometidos (Trick et al., 2002).

Candida glabrata es una levadura haploide, no dimoérfica que normalmente
se encuentra como comensal de la piel y mucosas de individuos sanos
(Taschdjian et al., 1970), sin embargo, bajo condiciones de atenuacién
inmunolégica es capaz de causar candidiasis severas. En las dltimas dos
décadas, como consecuencia del uso indiscriminado de antimicéticos profilacticos
como el fluconazol e inmunosupresores, C. glabrata ha emergido como el segundo
agente causal de las candidemias. La figura 1 muestra que hasta el 22% de estas
infecciones son causadas por C. glabrata, cifras que la ubican sélo después de C.
albicans (Fidel et al., 1999; Pfaller and Diekema, 2007). En México se ha
reportado que el 12% de las vulvovaginitis (Buitron Garcia et al., 2007) y el 8% de
las candidemias (Gonzalez et al., 2008) se deben a esta levadura.

Figura 1. Distribucion de las especies

¢ causantes de las candidemias en el

p"";’f.om C. periodo 2001-2004 en Norte América.

albicans Después de C. albicans, el patdgeno

C. 51% fungico méas frecuentemente asociado a

glabrata infecciones sistémicas fue C. glabrata
229% (Pfaller and Diekema, 2007).
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La relevancia de este suceso epidemioldgico radica en el elevado indice de
mortalidad asociado a las infecciones causadas por C. glabrata en comparacion
con otras especies no-albicans (Li et al., 2007) y por su resistencia innata a los
azoles (Bennett et al., 2004; Berrouane et al., 1999; Gonzalez et al., 2008;
Manzano-Gayosso et al., 2008; Miyazaki et al., 1998; Vermitsky and Edlind, 2004).
La importancia de estudiar a este patégeno emergente se refleja en el creciente
namero de publicaciones sobre C. glabrata a partir de la década de los ochenta, y
en la secuenciacién del genoma de la cepa C. glabrata CBS138 en 2004 por parte

del proyecto Gendlevures de gendmica comparativa.

1.2 RELACION FILOGENETICA ENTRE C. glabrata y Saccharomyces

cerevisiae.

Estudios epidemiolégicos indican que C. glabrata y C. albicans causan infecciones
sistémicas y de mucosas con manifestaciones clinicas muy semejantes (Fidel et
al., 1999). Sin embargo C. glabrata carece de factores de virulencia que han
demostrado ser imprescindibles para el curso infectivo en C. albicans.

Entre estas diferencias, destaca la plasticidad fenotipica de C. albicans para
sufrir un cambio morfolégico de levadura a hifa verdadera, transicion inexistente
en C. glabrata bajo condiciones fisiolégicas (Kaur et al., 2005). Se conoce que
después de ser fagocitada, C. albicans forma hifas para destruir a los leucocitos
polimorfonucleares (LPMN). Esta conversion es importante para la supervivencia
de C. albicans puesto que cepas mutantes no filamentosas son avirulentas (Lo et
al., 1997).

Ademas C. albicans, a diferencia de C. glabrata, es una levadura diploide.
El arbol filogenético de la figura 2 ilustra la marcada diferencia genética entre
ambas especies pero vincula estrechamente a C. glabrata con la levadura no
patdgena Saccharomyces cerevisiae. Se ha sugerido que C. glabrata y C. albicans
presentaron una evolucion independiente con el hospedero que no obstante,

derivo en una virulencia similar (Kaur et al., 2005).
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Figura 2. Arbol filogenético de las especies en los clados de Candida y de Saccharomyces.
El analisis esta basado en secuencias peptidicas de 706 genes de S. cerevisiae y los ortélogos de
cada una de las 17 especies. A partir de los alineamientos peptidicos, la filogenia se infirid por un
programa Bayesiano (MrBayes). La leyenda “CTG” hace referencia a que todas las especies del
clado de Candida utilizan este codon para traducir serina en vez de leucina. También se indica el
evento de la duplicaciébn gendémica ancestral (WGD) y la rama construida en base a la
conservacion sinténica (*). Tomada y modificada de (Butler et al., 2009)

Se estima que hace 100 millones de afios, ocurrié un evento de duplicacion
gendmica en el ancestro comun de C. glabrata y S. cerevisiae, que explica la
cercania filogenética entre estas levaduras (Wolfe and Shields, 1997). Aun asi C.
glabrata conserva un menor namero de bloques génicos duplicados que S.
cerevisiae por lo que se ha sugerido que el patdgeno oportunista es objeto de una
evolucion reductiva como resultado de su interaccién con hospederos (Dujon et
al., 2004). También se ha propuesto que la virulencia de C. glabrata, podria
deberse a los cientos de genes que no comparte con S. cerevisiae (Kaur et al.,
2005). Sin embargo, no debe descartarse la posibilidad de que la patogénesis de
C. glabrata también pueda explicarse por una regulacién diferencial de los genes

compartidos entre ambas levaduras.
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1.3 FACTORES DE VIRULENCIA EN C. glabrata.

Pese a la creciente importancia epidemiolégica de C. glabrata como patégeno
emergente, pocos factores de virulencia han sido descritos para esta levadura.

Hasta el momento se conocen los siguientes:

1.3.1 Adhesinas epiteliales: Se ha propuesto que la adherencia resulta de vital
importancia para la colonizacion y la persistencia de las infecciones causadas por
C. albicans (Calderone and Fonzi, 2001). En estudios de adherencia a células
epiteliales humanas (HEp2) in vitro, se detectd que la adherencia de C. glabrata es
mediada pricipalmente por la lectina Epalp (proteina de pared celular anclada a
glicosil-fosfatidilinositol) que reconoce glicoconjugados de N-acetil-lactosamina
(Cormack et al.,, 1999). Resulta interesante que C. glabrata posee mas de 20
genes EPA dispersos en todo el genoma. Ademas, la mayoria se localiza en
regiones subteloméricas sujetas a silenciamiento dependiente de la proteina
Raplp, del complejo proteico Sir (Sir2, 3p y 4p), de las proteinas Ku(70/80) y de
Riflp. (Castano et al., 2005; De Las Penas et al., 2003; Rosas-Hernandez et al.,
2008).

En S. cerevisiae, el silenciamiento transcripcional involucra el ensamble de
la heterocromatina. La represion en los telomeros y regiones aledafias comienza
con las proteinas Ku y Rapl, que reclutan a un complejo proteico conformado por
Sir2, Sir3 y Sird. Sir2p posee actividad catalitica de desacetilasa de histonas
dependiente de NAD®, necesaria para la compactacion de la cromatina
(Brachmann et al., 1995). A excepcion de EPAL, el resto de los genes EPA
subteloméricos se encuentran silenciados in vitro. Consistente con la hipoétesis de
que la expresion de los genes EPA es importante para la virulencia, las cepas
mutantes sir3A son hiperadherentes y colonizan el rindn en mayor medida que la
cepa silvestre en modelos muridos de infeccion sistémica; mientras que el grado
de colonizacion cae dramaticamente cuando se mutan los genes EPALl, 6 y 7
(Castano et al., 2005). Sobresale también la funcién de Epa6p en la formacién de

biopeliculas en diversas superficies inorganicas (Iraqui et al., 2005).
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Ademas, en modelos muridos de infeccion del tracto urinario, algunos EPAs
subteloméricos (EPA6 y EPA7) se inducen como consecuencia a la limitacion en
orina de acido nicotinico (AN). C. glabrata es auxotrofa para el cofactor nicotin
adenin dinucleotido (NADY) y el AN es un compuesto precursor que utiliza para
sintetizar NAD". Bajo esta condicion, la desacetilasa Sir2p NAD® dependiente
pierde su actividad y se desreprimen los genes subteloméricos. Se sugiere que en
C. glabrata la adaptacion al hospedero derivd en la incapacidad metabdlica de
sintetizar NAD", y que esta auxotrofia se aprovecha como sefial de activacion para
genes controlados por desacetilasas NAD" dependientes en algunos nichos del
hospedero (Domergue et al., 2005).

1.3.2 Secrecién de hidrolasas: Para invadir los tejidos del hospedero, los
microorganismo patdégenos poseen enzimas hidroliticas inducibles y constitutivas
que destruyen o alteran los constituyentes celulares del organismo infectado, en
particular las membranas. La produccion de proteasas y fosfolipasas es otro de los
atributos infectivos de varias especies de Candida (Calderone and Fonzi, 2001;
Ghannoum, 2000)

En C. albicans las aspartil proteasas secretadas (SAP) son expresadas
durante la infeccion e indispensables para la virulencia completa en infecciones
sistémicas y de mucosas (De Bernardis et al., 1999; Schaller et al., 2000). C.
glabrata contiene un gran niumero de genes que codifican para aspartil proteasas
unidas a glicosil-fosfatidilinositol (GPIl), denominadas yapsinas, que poseen
ortélogos en S. cerevisiae. En C. glabrata este grupo de proteasas son necesarias
para mantener la integridad de la pared celular, mediar la adherencia a células de
mamifero y la supervivencia dentro de los macrofagos (Kaur et al., 2007).

Las fosfolipasas son un grupo heterogéneo de enzimas que comparten la
capacidad de hidrolizar el enlace fosfodiéster en glicerofosfolipidos. En C. albicans
la fosfolipasa B (PLB) se secreta activamente durante la infeccion y esta implicada
en la diseminacion del organismo en el tracto gastrointestinal y en el torrente
sanguineo (Ghannoum, 2000). Candida glabrata también posee actividad de
fosfolipasa in vitro y su genoma codifica para tres genes PLB, ortélogos a S.

cerevisiae (Kaur et al., 2005). No obstante, hasta el momento no se ha descrito la
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relevancia de esta actividad en la virulencia y se ha reportado que cepas

provenientes de aislados clinicos carecen de dicha actividad (Pinto et al., 2008).

1.3.3 Reguladores transcripcionales: En S. cerevisiae los factores
transcripcionales Ace2p y SwiSp con 38% de identidad proteica, regulan la
expresion de varios genes durante la fase tardia M; y el comienzo de la fase G;
del ciclo celular. Los genes blancos de Ace2p se expresan predominantemente en
las células hijas e incluyen la quitinasa (CTS1) y otras proteinas requeridas para
su separacion de la célula progenitora. En esta levadura, la ausencia del gen
ACE2 conlleva a la formacion de pseudohifas, invasion del agar y crecimiento
grumoso en medio liquido, mientras que mutantes nulas en SWI5 son incapaces
de intercambiar su tipo de apareamiento (MacCallum et al., 2006).

Estas dos proteinas estan conservadas en C. glabrata. Las mutantes swi5A
incrementan el grado de colonizacion en cerebro y pulmén en modelos muridos de
infeccion sistémica (MacCallum et al., 2006). Se conoce que la ausencia de ACE2
resulta en la alteracion de la cantidad de mas de 60 proteinas (Stead et al., 2005)
y en la hipervirulencia de la cepa mutante, pero sélo en ratones neutropénicos
(Kamran et al., 2004; MacCallum et al.,, 2006), observacién que confirma la
importancia del estado inmunolégico del hospedero para el establecimiento de la
infeccion.

Para C. glabrata se han caracterizado algunos de los componentes de la
cascada de sefializacién de cinasas de proteinas activadas por mitégeno (MAPK),
gue en S. cerevisiae regulan la formacion de pseudohifas. Entre los componentes
de esta via, la cinasa Stellp y el factor transcripcional Stel2p altamente
conservado entre los hemiascomicetos, son necesarios para la formacién de
pseudohifas en condiciones limitantes de nitrégeno y para la virulencia normal de

C. glabrata (Calcagno et al., 2003; Calcagno et al., 2005).
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1.4 Candida glabrata DESARROLLA RESISTENCIA A LOS AZOLES

En la década de los noventa se introdujo el fluconazol, un agente antifungico
triazolico mucho menos téxico que la anfotericina B, que por su excelente
biodisponibilidad y actividad de amplio espectro se utilizd para el tratamiento de
diversas micosis, entre ellas las candidiasis (Pasko et al., 1990). EI mecanismo de
accion de los azoles es a través de la inhibicion de la sintesis de ergosterol,
componente lipidico de las células fungicas que por estar ausente en células
animales, brinda especificidad a éstos farmacos fungistaticos. Los azoles inactivan
a la enzima P-450 lanosterol 14-a desmetilasa codificada por el gen ERG11 y
conllevan a la inhibicion del crecimiento fungico por la acumulacién de esteroles
metilados (Parkinson et al., 1995).

Sin embargo, C. glabrata posee una resistencia innata a los azoles que
explica en parte su prevalencia clinica (Gonzalez et al., 2008; Manzano-Gayosso
et al., 2008; Pfaller and Diekema, 2007). En la figura 3 se esquematizan algunos
de los mecanismos descritos que generan resistencia a fluconazol, entre los que
se encuentran: (1) cambios en la pared celular o0 membrana plasmatica que
conllevan a la incapacidad de introducir azoles; (2) alteraciones genéticas que
disminuyan la afinidad de la enzima blanco (Ergllp) por el farmaco; (3)
sobreexpresion del gen ERG11 (Vermitsky and Edlind, 2004); y principalmente por
(4) la salida del xenobiético mediado por los transportadores de casete de union a
ATP (ABC) o de la superfamilia facilitadora principal (MFS) (Bennett et al., 2004;
Miyazaki et al., 1998; Parkinson et al., 1995; Sanglard et al., 2001; Vermitsky and
Edlind, 2004).
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Figura 3. Algunos mecanismos que confieren resistencia a azoles en C. glabrata. El
fluconazol penetra las células fungicas e inhibe la sintesis de ergosterol al unirse a la enzima
Ergllp. Para inhibir la accion fungistatica del farmaco 1) se modifica la pared o membrana celular
para evitar su ingreso; 2) se altera la afinidad de la enzima Ergllp por el fluconazol; 3) se
sobreexpresa ERG11 y 4) se expulsa el antifiingico por medio de transportadores ABC o MFS.

Tanto en la cepa CBS138 y en diferentes aislados clinicos de C. glabrata, la
sobreexpresion de transportadores ABC, principalmente CDR1, PDH1 (CDR2) y
SNQ?2, es determinante en la resistencia a azoles (Bennett et al., 2004; Miyazaki et
al., 1998; Parkinson et al., 1995; Sanglard et al., 2001; Sanguinetti et al., 2005;
Torelli et al., 2008). La expresion constitutiva e inducible de los genes CDR es
regulada por el factor transcripcional Pdrlp, que reconoce secuencias del
elemento de respuesta a farmacos pleiotropicos (PDRE), en los promotores de
estos genes (Tsai et al., 2006). Se ha reportado que el mecanismo de resistencia
a multifarmacos implica la union estructural de Pdrlp al xenobidtico (de naturaleza
muy diversa) y que la subunidad Galllp del complejo Mediador de la transcripcién
es esencial para inducir a los genes CDR (Thakur et al., 2008).

Se ha observado que en aislados clinicos ocurren frecuentemente
mutaciones de ganancia de funcién en PDR1 cuya consecuencia es el incremento
en la expresion de los transportadores ABC y en la virulencia de las cepas (Ferrari
et al., 2009). Ademas, algunos aislados clinicos resistentes a fluconazol presentan
rearreglos cromosomicos que aumentan la dosis génica de algunos genes de

transportadores ABC (Polakova et al., 2009).
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1.5 RESPUESTA DEL HOSPEDERO CONTRA Candida glabrata.

La capacidad de los patdgenos fangicos para causar enfermedad requiere de
mecanismos de evasion del sistema inmune. Observaciones clinicas y estudios
experimentales indican que la respuesta inmune innata mediada por leucocitos
polimorfonucleares (PMN) es el principal mecanismo para controlar las
candidiasis.(Lyman and Walsh, 1994; Nessa et al., 1997).

Los fagocitos engullen a los agentes infecciosos para eliminarlos y controlar
su diseminacion. En respuesta a la fagocitosis y a citocinas pro-inflamatorias, las
células PMN desatan la produccién de altos niveles de especies reactivas de
oxigeno (ERO) en el fagosoma (Babior, 1982). El evento, denominado estallido
respiratorio, se caracteriza por un incremento en el consumo de oxigeno y por el
ensamble membranal de la oxidasa fagocitica dependiente de NADH (Nox2p). El
acople de las subunidades que conforman a este complejo multimérico (gp91P"%,
p22°P"%%  p40P"* | pa7P"o% pE7P"* y Rac2p), se encuentra finamente regulado
(Quinn and Gauss, 2004). En neutrdfilos en reposo, Nox2p se localiza
predominantemente (90%) en vesiculas secretorias y granulos especificos.
Después de la captura del microorganismo, las membranas de estas vesiculas se
funden al fagosoma y Nox2p se activa. Mediante la reduccién parcial del oxigeno
molecular, la oxidasa genera radicales superdxido (O,*), que son secretados
hacia el interior del fagosoma donde alcanzan una concentracion de 100uM y
desencadenan dafio oxidante al agente infeccioso (Korshunov and Imlay, 2002;
Missall et al., 2004; Werner, 2004). La actividad de cualquiera de los componentes
de Nox2p es vital para la inmunocompetencia. Los pacientes con enfermedad
granulomatosa crénica son propensos a sufrir infecciones fangicas y bacterianas
recurrentes porque poseen alelos mutantes de los genes de las subunidades de
Nox2p y por lo tanto sus fagocitos no son funcionales (Goldblatt and Thrasher,
2000).

Existe evidencia de que los sistemas antioxidantes de organismos
patdgenos fungen como determinantes de virulencia al prevenir o interferir en el
estallido respiratorio en el fagosoma. Reportes indican que C. albicans y C.
glabrata reprimen activamente la produccién de ERO por el fagocito (Wellington et
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al., 2009) y que existe un aumento en la transcripcion de la catalasa (CTA1)
cuando C. glabrata es fagocitada por los macréfagos J774A.1 (Kaur et al., 2007).
Ademas, se ha demostrado que la catalasa de C. glabrata permite la adaptacion a
niveles elevados de ERO in vitro, tanto en fase exponencial como en fase
estacionaria. Sin embargo, la catalasa resulta prescindible para la virulencia y la
adaptacion a dosis bajas de estrés oxidante. Esta evidencia sugiere que existen
otros mecanismos que compensan la ausencia de esta enzima para sobrevivir a

las ERO del fagosoma, posiblemente peroxidasas (Cuellar-Cruz et al., 2008).

1.6 EL METABOLISMO AEROBIO Y LAS ESPECIES REACTIVAS DE
OXIGENO.

La produccion del oxigeno a través de la fotosintesis es el proceso dominante
global que abastece a los océanos y a la atmdsfera del combustible que sostiene
la vida aerobica. Los registros geoquimicos de éxidos terrestres sugieren que la
aparicion del O, se produjo en los precursores de cianobacterias hace 2,8 miles de
millones de afios (Dismukes et al., 2001). La creacién de sistemas fotosintéticos
capaces de degradar el agua en O,, protones(H") y electrones (e) fue un
acontecimiento clave para la evolucién de la vida en la tierra, pues oxigend
gradualmente la atmésfera primitiva. Bajo esta circunstancia se favorecio la
seleccion de organismos aerobios que utilizaban al O, como aceptor final de
electrones para el metabolismo. Este sistema de generacion de energia es
altamente eficiente, produce 18 veces mas ATP que la contraparte anaerobia y su
aparicion se relaciona con la evolucion de organismos eucariotas, complejos y
pluricelulares (Falkowski et al., 2005).

La principal desventaja del metabolismo aerobio es la fuga espontanea de
e a partir de la cadena del sistema de transporte de electrones mitocondrial,
porque da lugar a ERO potencialmente dafinas (Cadenas and Davies, 2000). Bajo
condiciones fisiologicas la mitocondria es la principal fuente intracelular de ERO
(~90%) y se estima que un 0,1-0,5% del O, consumido es transformado a
radicales oxigenados (Balaban et al., 2005; Giorgio et al., 2007). Los principales

oxidantes que se forman por la reduccién parcial del O, incluyen al anion
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superéxido (0,*), peréxido de hidrégeno (H.O,) y al altamente nocivo radical
hidroxilo (OH®).

El radical OH® entrecruza, fragmenta y oxida residuos proteicos del tipo
aromatico y/o azufrado, o bien grupos prostéticos. Los acidos grasos insaturados,
son también blanco del radical OH® y disparan la peroxidacion lipidica
autocatalitica con efectos nocivos para la membrana celular. El dafio al DNA
causado por OH®, implica recombinacioén intra e intercromosémica que deriva en

cambios mutagénicos perjudiciales (Ragu et al., 2007; Temple et al., 2005).

1.7 LAS ERO COMO MOLECULAS DE SENALIZACION.

Los efectos dafiinos de las ERO estan bien documentados (Scandalios, 2005;
Temple et al., 2005), pero en afos recientes se ha propuesto que las ERO pueden
ser reguladores importantes en la transduccion de sefiales (D'Autreaux and
Toledano, 2007; Finkel, 2003; Giorgio et al., 2007; Hampton et al., 1998; Madeo et
al., 1999; Rhee, 2006; Scandalios, 2005; Veal et al., 2007; Vivancos et al., 2006).
Por sus propiedades quimicas, cada ERO reacciona con blancos bioldgicos
preferidos. En la tabla 1 se encuentran las caracteristicas de reactividad,
estabilidad y concentracion intracelular de las principales ERO, mientras que la
figura 4 muestra las reacciones que originan ERO y sus principales blancos. Como
regla general, mientras mayor sea la reactividad de la ERO, es mayor la toxicidad

y menor la capacidad de sefalizacion que la molécula posea.

' Tabla 1. Caracteristicas bioquimicas de las ERO '

ERO
O, > O, > H0; > OH" > HO
Potencial de reduccién (V) 0,94 0,32 2,31
Vida media (s) 10° 10° 10
Concentracion in vivo (M) 10 10%-10* 101

V: voltios, s: segundos y M: concentracion molar (mol/L)

11
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Figura 4. Los origenes y blancos celulares de las principales ERO. La reduccién completa del
oxigeno a agua requiere de la transferencia final de cuatro electrones. En varios puntos de la
cadena de citocromos, la fuga de electrones reduce parcialmente al oxigeno y genera O,", con
gran afinidad por grupos ferrosulfurados [Fe-S]. La dismutacion espontanea o catalitica del O, da
lugar a H,0,. Este radical oxida grupos [Fe-S], metaloenzimas y aminoacidos azufrados. En
presencia de metales de transicion, el peroxido se reduce y se obtiene el radical OH®, responsable
de los efectos deletéreos en la célula. (Tomado y modificado de D'Autreaux and Toledano, 2007)

Como producto alterno de la respiracion el superoxido es generado
principalmente en la mitocondria por el citocromo bcl (complejo 1ll) y la NADH
ubiquinona oxireductasa (complejo 1), asi como por otras NADH oxidasas (figura
4). Saccharomyces cerevisiae carece del complejo |, pero posee tres NADH
deshidrogenasas; una en la matriz mitocondrial (Ndilp) y dos en el espacio
intermembaranal (Ndelp y Nde2p) que también reducen parcialmente el oxigeno
(Herrero et al., 2008). Debido a su gran afinidad, el 0O,* oxida grupos
ferrosulfurados [Fe-S] a un indice limitado solamente por la difusién del compuesto
con la consecuente liberacion del hierro y la inactivacion de la enzima. Por su
inestabilidad e incapacidad para difundir libremente entre membranas, el O,
carece de potencial como molécula de sefializacion celular (tabla 1) (D'Autreaux
and Toledano, 2007).

La dismutaciéon espontanea o enzimatica del O,* produce perdxido de
hidrogeno (figura 4). El H,O, es en realidad un oxidante débil que reacciona

moderadamente con centros ferrosulfurados y muy lentamente con glutation
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(GSH), cisteinas y metioninas libres. Sin embargo, su reactividad hacia residuos
de cisteina puede ser significativamente incrementada dependiendo del contexto
proteico que englobe al residuo. Ademas el H,O, es relativamente estable y su
difusién puede ser modulada por cambios en la permeabilidad de las membranas
0 a través del transporte mediado por acuaporinas, caracteristicas que convierten
al peréxido como un buen candidato de sefalizacion, ver tabla 1 (D'Autreaux and
Toledano, 2007).

Recientemente se enfatizé la importancia del H,O, en la regulacion
fisiologica de importantes eventos en organismos uni y pluricelulares, tales como
la proliferacion y diferenciacion celular, migracién, apoptosis y senescencia
(Finkel, 2003; Veal et al., 2003). Ademas resulta interesante que los niveles
intracelulares de esta ERO estan marcadamente conservados en diferentes
formas de vida y que varias enzimas se encargan de producir y otras de degradar
H.O,. De este modo, tal parece que el H,O, regula respuestas tan divergentes, al
modular sutilmente los niveles y el tiempo de duracién del impulso oxidante en el
contexto celular que acomparie al cambio oxidoreductor (Giorgio et al., 2007).

El H,O, se reduce completamente a agua por la catalasa y varias
peroxidasas (glutaredoxinas y peroxiredoxinas), pero su efecto toxico proviene de
la potencialidad de reducirse al OH® por la reacciéon de Fenton acoplada a la
reaccion Haber-Weiss en presencia de metales de transicion (ver figura 4). En
cambio, por su elevada e indiscriminada reactividad, el radical OH® es altamente
toxico. Su baja vida media (tabla 1) e inestabilidad lo confina practicamente sélo al
sitio donde se genera, por lo que es probable que carezca de un papel de
sefalizacion.

A pesar de que la funcién de las ERO como parte de diversas vias de
sefalizacion ha sido documentada y estudiada, esta afirmacion es auln
controversial. El escepticismo nace de la paradoja entre la especificidad requerida
para la sefializacidbn y la naturaleza reactiva de las ERO como oxidantes
indiscriminados y potencialmente letales. Una ERO opera mediante reacciones
guimicas con atomos especificos de proteinas blanco que llevan a modificaciones

covalentes proteicas. Dado que el reconocimiento de una ERO por ligando ocurre
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a nivel atémico, el nUmero potencial de sustratos se eleva exorbitantemente. A
pesar de ello, existen sistemas proteicos especificos de sustrato (D'Autreaux and
Toledano, 2007; Okazaki et al., 2007; Veal et al., 2007; Vivancos et al., 2006).
Algunas de estas vias estan involucradas en la respuesta a estrés oxidante (REO)
y utilizan compuestos proteicos como detectores de los niveles de ERO. Los
detectores miden la concentracion intracelular de radicales oxidantes a través de
reacciones de oxidacion/reduccion e inducen la expresion de depuradores
especificos para mantener el nivel de ERO por debajo del umbral toxico
(D'Autreaux and Toledano, 2007; Veal et al., 2007).

1.8 RESPUESTA A ESTRES OXIDANTE.

Las ERO son productos alternos normales del metabolismo aerobio. Para
contrarrestar sus efectos deletéreos y preservar el balance oxidoreductor, la célula
aerobia desarroll6 respuestas antioxidantes basales e inducibles a lo largo de su
evolucion. Estas defensas altamente conservadas en los organismos aerobios,
incluyen la sintesis de compuestos antioxidantes como: GSH, ubiquinol, acido
ascorbico (vitamina C), carotenoides y tocoferoles (vitamina E); asi como enzimas
depuradoras de ERO como: superoxido dismutasas, catalasas, peroxidasas,
glutaredoxinas y tioredoxinas (Scandalios, 2005).

Algunos estimulos ambientales como la radiacién ultravioleta, las elevadas
intensidades luminosas, las temperaturas extremas, las toxinas, las metales y
unos cuantos xenobidticos conllevan a estrés oxidante. Esta condicion se
caracteriza por un cambio oxidoreductor abrupto debido a la acumulacion excesiva
de ERO, la disminucion de antioxidantes o ambas. Bajo esta situacion, algunas
proteinas clave son oxidadas y se activan vias de sefalizacion para que la célula
modifiqgue su patrén transcripcional e induzca genes que contrarresten este estrés
(Drakulic et al., 2005).

Al igual que otros organismos aerobios, las levaduras responden a ERO en
funcidén de su concentracion. En S. cerevisiae, mas de 500 genes se inducen bajo
tratamiento moderado con H,O, (He and Fassler, 2005). Esta amplia y rapida

respuesta genomica enfatiza la importancia de la regulacion transcripcional en la
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adaptacién a estrés oxidante. Bajo estas circunstancias, se activa un programa de
expresion génica antioxidante controlado principalmente por los factores
transcripcionales Yaplp, Skn7p y Msn2/4p, y se induce retraso o arresto del ciclo
celular en G,, dependiente del factor Rad9p (Flattery-O'Brien and Dawes, 1998).
Esta respuesta permite depurar el exceso de ERO, reemplazar componentes
dafiados y adaptarse a concentraciones mayores de ERO que en otras
circunstancias resultarian letales (Perrone et al., 2008).

Yaplp es miembro de la familia proteica c-jun y contiene una cremallera
bésica de leucina como dominio de union a ADN en el extremo N-terminal. Yaplp
se identifico como el homdlogo funcional de AP-1 (proteina activadora 1, del inglés
Activator Protein-1) de mamiferos con base en su capacidad de unirse al elemento
de respuesta a AP-1 (ARE del inglés AP-1 Response Element; TGACTAA). Mas
tarde se demostré que Yaplp tiene preferencia por el elemento YRE (del inglés
Yaplp Response Element; TTACTAA) y sus variantes TTAGTMAGC y TTASTMA
[M puede serAo C,y S, G o C]. Al igual que otras proteinas de respuesta a estrés
oxidante, las reacciones de intercambio tiol-disulfuro son criticas para la regulacién
de Yapl. Bajo condiciones fisiolégicas, Yaplp se localiza principalmente en el
citoplasma porque el exporte nuclear constitutivo predomina sobre el transporte
hacia el interior del ndcleo. Bajo estrés oxidante, la glutation peroxidasa 3 (Gpx3p
también conocida como Orpl) detecta peréxido de hidrégeno mediante la
oxidacion a acido sulfénico de la cisteina de su sitio catalitico. Posteriormente este
residuo oxidado reacciona con varios tioles del dominio rico en cisteinas del
extremo C-terminal de Yaplp y cambia su conformacion. Esta alteracion
estructural captura la sefial de exportacién nuclear de tal modo que la proteina no
puede ser reconocida por el receptor de exporte nuclear (Crml) y se acumula en
nacleo, donde activa sus genes blanco (Okazaki et al., 2007).

Skn7p es un regulador de respuesta que contiene un receptor tipico de los
sistemas de transduccién de sefales de dos componentes y un dominio de unién
a ADN parecido al del factor de choque térmico Hsflp. Skn7p induce la
transcripcion de genes antioxidantes mediante el reconocimiento del elemento de

respuesta a estrés oxidante OSRE (del inglés, Oxidative Stress Response
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Element; GNCNNGSCS) [N, puede ser cualquier base y S, G o C] (He and
Fassler, 2005).

Por ultimo, el factor transcripcional Msn2p y su paralogo Msn4dp, son
activadas por diferentes condiciones de estrés, entre ellas el dafio oxidante
(Schmitt and McEntee, 1996). Ademas, se ha documentado que estos factores
participan en el envejecimiento de levaduras (Fabrizio et al., 2004; Wei et al.,
2008). Estas proteinas, al igual que Yaplp, responden a sefiales que las retienen
y expulsan del nucleo, pero el domino de union a ADN esta formado por un dedo
de zinc C,H, en el C-terminal que reconoce al elemento de respuesta a estrés
STRE (del inglés STress Response Element; AAGGGG o0 MAGGGGSGG) [M
puedeserAoC,y S, G o C]. (Roetzer et al., 2008)

Algunos microorganismos patdégenos responden rapidamente al estrés
oxidante y reprograman su patron de expresion génica para amortiguar el efecto
letal del estallido respiratorio. Un reporte reciente sefiala que C. glabrata es
altamente resistente a H,O, in vitro, sobre todo en fase estacionaria. Esta elevada
resistencia esta concertada por los factores transcripcionales Skn7p, Msn2/4p y
Yaplp, mientras que la resistencia adaptativa en crecimiento exponencial es
dependiente de Yaplp, Skn7p y Msn4p, y en menor medida por Msn2p (Cuellar-
Cruz et al., 2008). Es posible que esta eficiente e innata REO de C. glabrata,
juegue un papel importante en la supervivencia durante la infeccién, por lo que
resulta fundamental conocer a los reguladores y efectores involucrados en los

mecanismos de adaptacion a estas elevadas dosis de ERO.

1.9 ENVEJECIMIENTO, ESTRES OXIDANTE Y SIRTUINAS.

La hipotesis de los radicales libres o el estrés oxidante es la teoria mas aceptada
del envejecimiento. A mediados de la década de los cincuenta, Denham Harman
argumento que el envejecimiento era reflejo de la acumulacién de dafio celular por
la produccion endégena de ERO (Harman, 1956). La teoria es apoyada por un
vasto cuerpo de evidencia experimental: 1) los organismos aerobios generan
cronicamente poderosas especies pro-oxidantes (ERO); 2) las células acumulan

dafio oxidante a través del tiempo; 3) Las ERO inducen senescencia celular y
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apoptosis (Madeo et al.,, 1999); y 4) ERO, senescencia y apoptosis estan
mecanisticamente vinculadas a enfermedades degenerativas asociadas al
envejecimiento. Entonces el envejecimiento se considera como la expresion de un
programa genético que genera H,O, como molécula de sefializacion (Giorgio et
al., 2007).

En S. cerevisiae se han estudiado dos modelos de envejecimiento: la
senescencia replicativa, para las células mitéticamente activas y, el envejecimiento
cronoldgico, émulo de células en estado posmitético. En la figura 5 se muestra un

esquema representativo de los dos modelos.

ENVEJECIMIENTO

REPLICATIVO CRONOLOGICO G

) t— %

teee
|11

l t

X X —d%
Figura 5: Envejecimiento replicativo y cronoldgico en levadura. El modelo del envejecimiento
replicativo estudia los mecanismos que definen el nUmero de divisiones mitéticas que una célula
madre experimenta antes de morir y los cambios que se producen en el transcurso. La edad
replicativa de la levadura puede ser determinada por el nimero de cicatrices de gemacion en su
superficie. EI modelo del envejecimiento cronoldgico tiene como objeto de estudio los cambios
moleculares y fisioldgicos que experimenta la célula posmitética por el tiempo que permanece
viable y definir las razones que le permiten reanudar o no el ciclo celular. Tomado y modificado de
Steinkraus et al., 2008.

El crecimiento vegetativo en S. cerevisiae ocurre por gemacion. Este
mecanismo mitético asimétrico, ocasiona que después de la citocinesis, la célula
madre resulte de mayor tamafio que la hija. Tras cada gemacion, se produce una
cicatriz de quitina en la superficie de la célula progenitora, por lo que su nimero se
correlaciona directamente con las veces que ha experimentado mitosis. Para S.
cerevisiae se ha calculado que la vida media comprende 25 generaciones

(Rockenfeller and Madeo, 2008).
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En la década de los ochenta se determiné que el numero de ciclos
replicativos, y no la cantidad de tiempo después de la gemacion, era el
determinante principal del ciclo vital en levadura (Muller et al., 1980). Estas
observaciones fueron apoyadas por el hecho de que las células que alcanzan un
estado posmitético no se lisan inmediatamente. Sin embargo, aun cuando la lisis
puede ser el resultado final de estas células, muchas de ellas permanecen
metabdlicamente activas varios dias. Es entonces que el tiempo que una célula
posreplicativa permanece viable ha sido determinado y se ha utilizado para
estudiar el envejecimiento cronologico (Steinkraus et al., 2008).

Es interesante resaltar que los dos modelos de envejecimiento comparten
como caracteristica la acumulacion de ERO a medida que incrementa la edad
cronoldgica o replicativa de la célula (Balaban et al., 2005). Al parecer, la razén
reside en el deterioro que sufre la mitocondria a través del tiempo como
consecuencia de la proximidad que tiene con las fuentes de oxidantes (Balaban et
al.,, 2005). Ademas, se ha reportado que las células senescentes exhiben
marcadores apoptéticos, tales como la externalizacion de fosfatidilserina en la
membrana celular, la fragmentaciéon del ADN y la acumulacién de proteinas
carboniladas, por lo que resulta evidente que estas células mueren finalmente por
apoptosis (Rockenfeller and Madeo, 2008).

En la figura 6A se presentan las observaciones hechas a partir del modelo
de envejecimiento replicativo. Gracias a que S. cerevisiae se divide
asimétricamente, la edad replicativa no se hereda a la progenie. Bajo este
mecanismo de division, los componentes celulares frescos, recién sintetizados se
transmiten preferencialmente a las células hijas, mientras que la célula madre
retiene la mayor parte de los factores del envejecimiento (ERO, biomoléculas
oxidadas y circulos extracromosomicos de ADN ribosomal). Se ha documentado
gue a medida que la célula madre envejece, pierde la capacidad de retencién de
componentes celulares dafiados y por lo tanto termina heredandolos a la progenie,
acortando el ciclo de vida replicativo de la célula hija (figura 6B) (Steinkraus et al.,
2008).
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En S. cerevisiae se ha demostrado que la herencia asimétrica de las
proteinas oxidadas y de los circulos extracromosémicos de ADN ribosomal (ERCs;
del inglés Extrachromosomic RDNA Circles) es dependiente del regulador de
informacion silenciosa Sir2p (Figura 6C)(Aguilaniu et al., 2003). Sir2p es el
miembro fundador de la familia de las sirtuinas. Estas desacetilasas de histonas
dependientes de NAD® estan ampliamente conservadas y son capaces de
compactar la estructura de la cromatina para regular la expresion génica. Al utilizar
NAD" como cofactor, las sirtuinas relacionan el estado transcripcional de la célula
con el metabdlico. En S. cerevisiae, el complejo Sir (Sir2, 3p y 4p) es requerido
para establecer el silenciamiento en regiones subteloméricas y en los dos loci
homélogos al locus de apareamiento (HM, del inglés Homologous to MAT).
Ademas, la region de ADN ribosomal, que consiste de 100 a 150 copias en
tandem codificante para el componente nucleotidico de los ribosomas, también es
silenciada por Sir2p. En esta region, la pérdida del silenciamiento conlleva a la
formacién de ERCs por recombinacién homologa, directamente asociados al
envejecimiento en levadura (Steinkraus et al., 2008).

Otro reporte indica que las células hijas experimentan un proceso de
reduccion en los niveles de ERO inmediatamente después de la citocinesis. El
descenso en los niveles de H;O, en las células hijas resulta de la segregacion
preferencial de la catalasa citosdlica (Cttlp) mediante un mecanismo aun no
definido que depende del citoesqueleto de actina y Sir2p. El resultado es que la
progenie se encuentra preparada para combatir el estrés oxidante y retrasar sus
efectos deletéreos (Erjavec and Nystrom, 2007).

En la figura 6C se esquematiza que las cepas mutantes nulas para SIR2
envejecen prematuramente porque tanto células madres como hijas acumulan
altos niveles de ERCs y proteinas carboniladas, tal y como lo hace una célula
senil. En caso contrario, la adicion de una copia de esta sirtuina incrementa la
longevidad replicativa en un 40% (Fabrizio et al., 2005). Estas evidencias sugieren
gue Sir2p inhibe el envejecimiento replicativo mediante su actividad desacetilasa.

Sin embargo, el efecto inverso para Sir2p se ha propuesto en modelos de
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envejecimiento cronolégico, en los que la sirtuina tiene un papel pro-

envejecimiento.

A) SILVESTRE (JOVEN) B) SILVESTRE (SENIL) C) sir2A
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Figura 6. La asimetria de la divisién se pierde en células madre seniles y en ausencia de
Sir2p. En la esquina inferior izquierda se representa el nucleo y los tres principales marcadores de
envejecimiento replicativo: ERCs, proteinas oxidadas y agregados proteicos. A) En las células
silvestres jévenes, los niveles de ERCs y proteinas oxidadas son bajos y tras la citocinesis son
secuestrados en la célula madre. B) Cuando las células envejecen, los tres factores se acumulan
en gran cantidad en la célula madre e inevitablemente la progenie hereda una parte. Como
resultado se tiene una célula hija con menor potencial replicativo. C) En ausencia de Sir2p las
células acumulan niveles anormalmente altos de ERCs, proteinas oxidadas y agregados, y se
pierde la asimetria mitética, por lo que ambas células acortan su ciclo replicativo. Tomado y
modificado de Steinkraus et al., 2008.

La restriccion caldrica es una condicion limitante de nutrientes que extiende
el ciclo de vida de todos los organismos en los que se estudia el envejecimiento,
sin embargo aun se desconocen los mecanismo que la regulan (Steinkraus et al.,
2008). Cuando estan sometidas a restriccion caldrica, la pérdida de Sir2p
incrementa la longevidad de células posmitéticas pero no de las replicativas
(Fabrizio et al.,, 2005; Longo and Kennedy, 2006). Resulta interesante que las
células posmitéticas mutantes en SIR2, incrementan su resistencia a estrés
oxidante y choque térmico. Ademas también se incrementan los niveles de la
enzima alcohol deshidrogenasa (Adh2p), necesaria para la utilizacion del etanol
como fuente de carbono. En presencia de glucosa, las células mitéticamente

activas generan energia a través de la fermentacion, lo que lleva a la acumulacion
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de etanol. A medida que la glucosa se agota y el etanol aumenta, las levaduras
experimentan un cambio metabdlico (cambio diduxico) que les permite ahora
oxidar al etanol y emplearlo como fuente de carbono. Se ha especulado que en
ausencia de Sir2p, una mayor actividad de la Adh2p en células posmitéticas, lleva
a una degradacién acelerada del etanol y a una entrada temprana al estado
estacionario, mas estable y resistente a estrés, donde también se inducen los
factores transcripcionales Msn2/4p (Fabrizio et al., 2005).

En S. cerevisiae, se conocen tres vias de cinasas conservadas que parecen
jugar un papel compartido en el envejecimiento cronolégico y replicativo. Las vias
de sefalizacion Ras/AC/PKA, Sch9p y TOR integran sefiales ambientales con
respecto a la disponibilidad de nutrientes y regulan el crecimiento y la division
celular. La subregulacion por restriccion caldrica o mutaciones que resultan en un
descenso de la actividad de Ras/AC/PKA, Sch9p o TOR, incrementan la
longevidad replicativa y cronoldgica, a la par que protegen contra choque térmico y
estrés oxidante. Recientemente se describi6 que la cinasa Rim15p es un
integrador clave en el que convergen las sefiales desencadenadas por
Ras/AC/PKA, Sch9p y TOR. En restriccién calorica, Rim15p induce la expresion
de genes involucrados en la entrada a fase Gy y de genes de respuesta a estrés
mediante los factores transcripcionales Msn2/4p y Gislp. Este ultimo, es un factor
clave en células que entran a fase estacionaria y reconoce el elemento de cambio
posdiauxico (PDS, del inglés PostDiauxic Shift; AWAGGGAT) (Wei et al., 2008).

En la figura 7 se presenta el mecanismo de regulacion propuesto por
Fabrizio y cols (2005) para la extension del ciclo vital cronolégico durante la
restriccion caldrica. Ademas se incluye la posible participacion de Sir2p como
regulador negativo de Adh2p, Msn2/4p y Gislp con base en las observaciones

hechas por este mismo grupo (Fabrizio et al., 2005).
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Figura 7. Vias regulatorias de longevidad en S. cerevisiae y el papel dual de Sir2p. Bajo
restriccién calorica, la inhibicién de las vias de sefializacion detectoras de nutrientes, controladas
por Sch9p, Tor, y Ras activan a la cinasa Rim15p. A su vez los factores trasncripcionales Msn2/4p
y Gislp activan genes de respuesta a estrés para incrementar la proteccion celular, lo que lleva a
extender su ciclo cronoldgico. De igual forma, bajo restriccién calorica, la pérdida de Sir2p en
células posmitéticas conlleva a un incremento en la resistencia a estrés y en la longevidad. Sin
embargo, durante el crecimiento vegetativo, Sir2p es necesaria para reprimir la formaciéon de ERCs
y retrasar el envejecimiento. Tomado y modificado de Fabrizio et al., (2005) y Wei et al., (2008)

-

En resumen, la actividad de desacetilasa de Sir2p es importante para
preservar el potencial replicativo de las células mitéticas, pero en la célula
posmitotica, la pérdida de la sirtuina parece favorecer la transicion hacia un estado
protector que la defiende contra el envejecimiento durante la falta de nutrientes
(figura 7). Esta dualidad funcional de Sir2p, aparentemente contradictoria con
respecto al envejecimiento, es actualmente objeto de extenso debate (Agarwal et
al., 2005; Guarente, 2008; Hipkiss, 2008; Kaeberlein et al., 2007). Es posible que
el incremento gradual de las ERO asociadas al envejecimiento conlleve a la
inactivacion de Sir2p en los dos modelos. Durante el envejecimiento replicativo,
dicha pérdida de actividad por “oxidacion” de Sir2p, explicaria por qué las células
mitéticas seniles acumulan gran cantidad de ERCs y también porqué pierden la
capacidad de dividirse asimétricamente. También es posible que la inactivacion

progresiva de esta sirtuina conlleve a la induccion de genes de respuesta a estrés,
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que bajo condiciones fisioldgicas le permitan a la célula madre silvestre adaptarse
al estrés oxidante que se genera en ella a medida que envejece. En cambio, el
corto ciclo replicativo de la mutante en SIR2, puede deberse a que la acumulacién
masiva de ERCs sea tan veloz que aunque exista inducciéon de la REO, esta sea
insuficiente para contrarrestar los efectos negativos de la ausencia de la sirtuina.
En células posmitéticas, también se incrementan los niveles de ERO
endogenas a través del tiempo (Rockenfeller and Madeo, 2008) entonces es
posible que Sir2p también pierda gradualmente actividad. La induccién paulatina
de los factores de respuesta a estrés y de Adh2p como consecuencia de la
desactivacion gradual de Sir2p, probablemente contribuyan a la adaptacion de la
célula cronologicamente senescente, a la vez que también la condenan por
incrementar los ERCs. La posible explicacion del porqué se incrementa tan
sustancialmente la longevidad en ausencia de Sir2p bajo restriccion caldrica,
pudiera ser la siguiente: en ausencia de nutrientes se reprimen fuertemente las
vias Sch9p, Tor y Ras. En respuesta a este estimulo, Rim15p induce
potentemente los factores transcripcionales de respuesta a estrés porque todo el
tiempo son transcripcionalmente permisibles, pues al estar ausente, Sir2 no ejerce
ningun control negativo sobre ellos. El resultado es que se podrian atenuar
significativamente los efectos adversos de las ERO. Ademas, en ausencia de
Sir2p, la enzima Adh2p pudiera ser rapidamente transcrita y acelerar la
degradacion del etanol para entrar tempranamente a fase estacionaria.
Posiblemente los efectos en este modelo no son vistos en una cepa silvestre por
la cinética de los acontecimientos; es decir la induccién de la REO pudiera ser
mas lenta porque primero debe desactivarse la sirtuina para permitir la
transcripcion de los factores de respuesta a estrés. Sin embargo, éstas
suposiciones no explican por qué la célula posmitética mutante en SIR2, que
también acumula altos niveles de ERCs, no es tan afectada por estos elementos
gue dafian tan significativamente a la célula replicativa, tal vez la clave se

encuentra en el estado metabdlico de estos dos estadios celulares.
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De cualquier forma, la participacion de Sir2p en este proceso resalta la
complejidad de los eventos celulares que ocurren durante la senescencia, a la par
que apoyan la hipdtesis de los radicales libres como mediadores del

envejecimiento.

1.10 LA DESACETILASA DE HISTONAS Hstlp.

En el modelo de envejecimiento replicativo, Sir2p claramente participa en la
modulacién de la senectud y, aun cuando el mecanismo exacto no se conoce, es
evidente que guarda relacién con una adecuada respuesta a estrés oxidante en la
célula hija (Erjavec and Nystrom, 2007). Sin embargo poco se ha documentado
acerca del papel que juegan en este proceso los genes paralogos a SIR2, las
sirtuinas HST1-4 (del inglés Homolog of SIR Two) y los reportes que existen al

respecto, también han sido extensamente debatidos (Kaeberlein et al., 2006)

ScerHstlp
EScer Sir2p
L KlacSir2p
ScerHst2p

ScerHst3p

ScerHst4dp

—
02

Figura 8. Arbol filogenético de las sirtuinas en S. cerevisiae. El andlisis esta basado en las
secuencias de aminoacidos de las Sir2p de Saccharomyces cerevisiae y sus paralogos (Hst1-4p), y
en la secuencia de Sir2p de Kluyveromyces lactis. El arbol se construyd por el método del vecino
mas cercano (Neighbour-Joining), donde la longitud de las ramas representa la distancia evolutiva
inferida y el numero en la parte inferior la cantidad de sustituciones de aminoacidos por sitio.

Los genes SIR2 y sus homologos se derivaron de la duplicacion genomica
que experimentd el ancestro de Saccharomyces hace mas de 100 millones de
afos. La figura 8 muestra que Hstlp es el pardlogo mas cercano a Sir2p. A nivel
de secuencia proteica son 67% similares y conservan principalmente el nucleo
catalitico y algunas regiones en los extremos N y C terminal. Sin embargo aun
cuando ambas proteinas operan como mediadores del silenciamiento poseen
funciones no sobrelapantes (Brachmann et al.,, 1995). Para explicar este

fendbmeno, se ha propuesto que el gen ancestral de estas sirtuinas se duplicé y
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gradualmente acumulé mutaciones que dieron origen a los actuales genes SIR2 y
HST1, en donde cada uno conservd una funcibn del gen original
(subfuncionalizacion) (Hickman and Rusche, 2007). Algunos estudios in vitro
demuestran que en ausencia de alguno de estos genes, la sobreexpresion del
paralogo sustituye al gen faltante, por o que se ha sugerido que de esta forma la
célula se protege contra posibles mutaciones que le lleven a la pérdida de alguno
de ellos (Brachmann et al., 1995; Hickman and Rusche, 2007).

En S. cerevisiae Sir2p opera mediante silenciamiento transcripcional
regional, mientras que Hstlp actia como un represor local de un juego selecto de
promotores. Las diferencias entre los extremos N terminales de estas sirtuinas,
determinan los factores a los que se unen y los genes que silencian (Mead et al.,
2007). Sir2p en conjunto con Sir3 y 4p, reprimen regiones subteloméricas y los loci
HM. En cambio Hstlp en interaccién con la proteina Rfmlp, es reclutada por el
factor transcripcional Sumlp para formar un complejo represor especifico. La
especificidad de este modulador transcripcional la confiere Suml1p al reconocer la
secuencia MSE (del inglés Middle Sporulation Element; AGYGWCACAAAAK o
GYGWCASWAAW) [donde Y correspondeaCo T,WaAoT,KaGoTySaGoC(C].
Se ha descrito que el silenciamiento de genes de la esporulacién intermedia
durante el crecimiento vegetativo, depende de Hstlp (Xie et al., 1999).

En S. cerevisiae el complejo Hstl/Rfm1/Suml (HRS), también reprime
genes biosintéticos de novo de la ruta de la quinurenina para la sintesis de NAD",
y genes del transporte su precursor, el acido nicotinico (Bedalov et al., 2003).
Debido a su menor afinidad por el cofactor, se ha propuesto que Hstlp actla
como un detector que regula a las sirtuinas y el estado metabdlico a través del
control de los niveles de NAD" intracelulares (Bedalov et al., 2003).

Al igual que S. cerevisiae, C. glabrata cuenta con el gen SIR2 y sus cuatro
paralogos. Por andlisis de secuencia y sintenia se ha determinado que el gen
CAGLOKO01463g corresponde a SIR2 y el gen CAGL0OC05357g a HST1. Hasta el
momento no se ha caracterizado un ciclo sexual para esta levadura, por lo que se
desconoce cual pudiera ser el papel de los genes de la esporulacién en C.
glabrata. Estudios recientes indican que en C. glabrata se conserva la actividad de
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Hstlp en la regulacion de los niveles intracelulares de NAD®. Como resultado de la
estrecha interaccion con el hospedero, esta levadura ha experimentado una
evolucion reductiva y se ha vuelto auxétrofa para NAD". No obstante, conserva las
rutas de salvamento que utilizan precursores para sintetizarlo. Se ha reportado
gue Hstlp controla negativamente los genes involucrados en el transporte de los
precursores del NAD" (niacina). Durante la limitacion de niacina, Hstlp se inactiva
y permite la transcripcion de los transportadores TNAL1, TNR1 y TNR2. para
restablecer las concentraciones fisiologicas del cofactor (Ma et al., 2009).

El resto de las funciones celulares que regula Hstlp en C. glabrata
comienzan por ser elucidadas. Por medio de ensayos de sensibilidad a estrés
oxidante llevados a cabo por nuestro grupo de trabajo, detectamos que existen
algunas células que crecen a una elevada concentracion de peroxido aun sin
recibir previamente una dosis baja para su adaptacion. Tras descartar que la
resistencia se debiera a mutaciones supresoras, se dedujo que existen
poblaciones celulares que poseen genes de REO epigenéticamente activados.
Dentro de los mecanismos epigenéticos, se encuentran aquellos mediados por
enzimas que controlan la transcripcion al modificar las histonas y estructura de la
cromatina. Es por ello que se exploré la sensibilidad a peroxido de varias cepas
nulas en proteinas del silenciamiento. Se encontré que sélo las mutantes hstlA
son mas resistentes a H,O, en fase logaritmica. Ademas, los datos generados por
Israel Cafias-Villamar (2007), indican que la resistencia a estrés oxidante en la
mutante hstlA esta mediada por la catalasa. Este fenotipo exclusivo de HST1 y no
de SIR2 u otros paralogos sugieren que esta sirtuina pudiera participar como un
regulador negativo temprano en la REO de C. glabrata. Por ultimo, gracias a datos
de nuestro laboratorio conocemos que cepas mutantes nulas en HST1
incrementan significativamente su resistencia a fluconazol y sutilmente la
adherencia a células epiteliales humanas (De Las Pefias et al., datos no
publicados).

Por analisis de secuencias y de microarreglos generados previamente por
Hirao et al (2003) y Ma et al (2009), determinamos que a pesar de la estrecha
similitud entre las sirtuinas (74%), Hstlp de C. glabrata silencia un juego de genes
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muy distinto al que controla su ortdlogo en S. cerevisiae. La comparacion de los
perfiles transcripcionales de mutantes nulas de HST1 para S. cerevisiae (Hirao et
al.,, 2003) y C. glabrata (Ma et al., 2009), revelan que de los genes
diferencialmente expresados (>2 veces) solo se comparten 19 de ellos, indicativo
de que estas proteinas regulan un juego muy distinto de genes en ambos
organismos. Ademas los datos del microarreglo de Ma y cols. (2009), revelan que
Hstlp regula negativamente genes dispersos por todo el genoma con potencial
relevancia en la virulencia del patégeno. Algunos de ellos estan implicados en la
REO y en la resistencia a fluconazol.

Mediante el analisis de secuencias proteicas de varias sirtuinas en
diferentes especies de levaduras, detectamos otro hallazgo importante (figura 9).
Identificamos que todas estas sirtuinas conservan un dominio CPYC, dentro del
pliegue de Rossman, especificamente en el motivo de union a Zinc, que es
indispensable para la unién de la proteina con su sustrato (Min et al., 2001). Esta
secuencia de aminoacidos también esta altamente conservada en el sitio activo de
las glutaredoxinas Grx1 y Grx2, que son tiol-disulfuro oxidoreductasas cuyo
mecanismo de accion implica reacciones de oxidacion en las cisteinas de este
dominio para responder ante el estrés oxidante (Foloppe and Nilsson, 2004). La
presencia de estos aminoacidos sugiere que posiblemente las sirtuinas sean
susceptibles a oxidacion y de esta forma el balance oxidoreductor celular module

la actividad de las sirtuinas.
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Figura 9. Segmento comparativo del alineamiento multiple de secuencias proteicas de
sirtuinas y sus ortdlogos en otras especies de levaduras. Mediante un alineamiento global por
CLUSTAL/W, se compararon las secuencias Sir2p de S. cerevisiae y K. lactis; con Hstlp de S.
cerevisiae, S. bayanus, S. kudriavzevii y C. glabrata. Dentro del motivo conservado de unién a zinc
[Cys-X-X-Cys(X)15-20-Cys-X-X-Cys] se ha colocado en un rectdngulo los cuatro aminoacidos
(CPYC) que comparten con el sitio activo de las glutaredoxinas. En la parte derecha, se muestra un

esquema de la desacetilasa de histonas Sir2p de S. cerevisiae. La flecha indica el dominio de
union a zinc y la parte interna representa la region implicada en la union del NAD".
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C. glabrata es un patégeno oportunista cuyos factores de virulencia
comienzan a ser descifrados. El presente trabajo busca contribuir al entendimiento
de los mecanismos que regulan la eficiente REO y la elevada resistencia a
fluconazol de C. glabrata, asi como su implicacion en la virulencia. Particularmente
estamos interesados en descifrar el papel de Hstlp como regulador de ambos
procesos.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 MEDIOS DE CULTIVO Y CEPAS DE ESCHERICHIA COLL.

Para el aislamiento de plasmidos a partir de cultivos de las cepas de E. coli
DH10B, DH10pcnB’ o Stbl2 (tabla 2), se utiliz6 medio Luria-Bertani (LB). El medio
contiene extracto de levadura 5g/L, triptona 10g/L y NaCl 5g/L. En la mayoria de
los casos se suplementd con carbenicilina (A. G. Scientific®) a una concentracion
final de 50ug/mL (LB-Cb50). Para medio LB solido, con o sin carbenicilina, se
afadid agar bacterioldgico a una concentracion final de 2% (w/v). La solucion de
almacenamiento y transformacion (TSS) fue utilizada para hacer in situ cepas
bacterianas competentes. La solucion se constituye por LB con 10% (w/v) de
polietilenglicol (Fluka Biochemica® (3350), MgCl, 100mM y dimetilsulféxido
(DMSO Sigma-Aldrich®) 5% (v/v) a pH de 6,5. Finalmente, para la recuperacion de
cepas bacterianas competentes, se utilizd medio SOC. Este medio rico contiene
extracto de levadura 5g/L, triptona 20g/L, NaCl 10mM, KCI 2,5mM, MgS0O4 10mM,
MgCI2 10mM y glucosa a una concentracion final de 0.4% (w/v).

_ Tabla 2. Cepas de Escherichia coli

Cepa Genotipo Comentario Referencia
F'mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
DH10B ®80dlacZAM15AlacX74 deoR recAl (Calvin and

endAl araD139 A(ara, leu)7697 galU Células electrocompetentes. Hanawalt, 1988)

galK X" rpsL nupG

. DH10B pcnB Reduce el nimero de copias  (Lopilato et al.,
DH10pcnB de productos aberrantes. 1986)
F- mcrA A(merBC-hsdRMS-mrr) Permite clonar insertos Invitrogen®
Stbl2 recAl endAllon gyrA96 thl supE44 inestables o con secuencias No. Cat. 10268-
relAl J- A(lac-proAB) repetidas directas. 019

Las cepas de C. glabrata se cultivaron en medio YPD (del inglés Yeast extract-
Peptone-Dextrose). El medio contiene extracto de levadura 10g/L, peptona 20g/L,
glucosa 2%(p/v) y es complementado con 25mg/L de uracilo (Sigma Aldrich®).
Cuando fue requerido, se suplementé con higromicina (A. G. Scientific®) a una
concentracion final de 400ug/mL. Para ensayos de sensibilidad a fluconazol
(Diflucan® de Pfizer®) el YPD se suplementé con diferentes concentraciones del
farmaco (16, 32, 64, 128 y 256ug/mL). El medio YPG es parecido al YPD, pero

contiene glicerol 3% (w/v) como fuente de carbono en vez de glucosa. El medio
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casaminoacidos (CAA), se compone de base nitrogenada de levadura sin amonio
1,7g/L, sulfato de amonio [(NH4).SO4] 5g/L, casaminoéacidos 6g/L y de glucosa 2%
(w/v). Cuando fue necesario, se suplementé con uracilo 50mg/L y de acido-5-
fluorético 0,9g/L (Toronto Research Chemicals®), para dar lugar al medio 5-FOA.
Para los medios sélidos se afiadié agar bacterioldgico a concentracion final de 2%
(Wiv).

2.2CEPAS DE C. glabrata.
Las cepas utilizadas en este trabajo se describen en la tabla 3. De cada una se
resguardan dos colonias independientes en glicerol al 15% a -80°C.

La cepa silvestre del laboratorio BG14, posee una mutacion nula por insercion
con el transposén Tn903 [Tn903 npt (Neo™ G418%)] en el gen URA3, por lo que
todas las cepas derivadas de ella son auxétrofas de uracilo (Cormack and Falkow,
1999). Los cultivos liquidos se incubaron con agitacion rotatoria y tanto sélidos o

como liguidos se incubaron a 30°C.

Tabla 3. Cepas de Candida glabrata |

Cepa Parental Genotipo Comentario Referencia
BG2 — Aislado clinico (Cepa B) — (Fidel et al., 1996)
BG14 BG2 ura3A::Tn903 G418° Silvestre (Cormack and
wt Ura, HygS Falkow, 1999)
CGMT71 BG14 ura3A::Tn903 G418" Sir2A Coleccion del
Sir2A sir2A::hph Ura, HygR laboratorio.
CGM76 BG14 ura3A::Tn903 G418" hst1A Coleccion del
hst1A hst1A::hph Ura, HygR laboratorio.
CGMs4 BG14  ura3A:Tn903 G418" hstlA Coleccin del
hst1A hst1A Ura’, Hygs laboratorio.
CGM295 BG14 ura3A::Tn903 G418" ctalA Coleccion del
ctalA ctalA::hph Ura, Hng laboratorio.
CGM323 CGM84  ura3A::Tn903 G418R hst1A/ctalA Coleccion del
hst1A/ctalA hst1A/ctalA::hph Ura,, HygR laboratorio.
CGM673 BGl14  ura3A:Tn903 G418" sum1A Coleccion del
sumlA sum1A::hph Ura, Hng laboratorio.
CGM712 CGM84  ura3A::Tn903 G418" hst1A/ sir2A Este trabajo.
hst1A/sir2A hst1A/sir2A::hph Ura’, Hyg"

pAP596/Sacl-Kpnl
CGM718 BG14 ura3A::Tn903 G418° Silvestre Este trabajo.
wt/pOZ40 pOZ40 (CgCEN/ARS URA3  (HST1::c-mycl3)

HST1::c-myc13) Ura®, Hyg®

30

——

'




Hstlp en la resistencia a estrés oxidante y a fluconazol en C. glabrata

Emmanuel Orta Zavalza

CGM728 CGM84  ura3A:Tn903 G418" hst1A Este trabajo.
hst1A/pOZ40 pOZ40 (CgCEN/ARS URA3  (HST1::c-mycl3)

HST1::c-myc13) Ura’, Hyg®
CGM730 CGM84  ura3A::Tn903 G418" hst1A Este trabajo.
hst1A/pGRB2.0 pGRB2.0(CgCEN/ARS Ura®, Hyg®

URA3)
CGM736 CGM673  ura3A::Tn903 G418" sumlA Este trabajo.
suml1A/pOZ40 pOZ40 (CgCEN/ARS URA3  (HST1::c-mycl3)

HST1::c-myc13) Ura*, Hyg®
CGM738 CGM673  ura3A::Tn903 G418" suml1A Este trabajo.
sum1A/pGRB2.0 pGRB2.0 (CYCEN/ARS Ura*, Hyg®

URA3)
CGM744 BG14 ura3A::Tn903 G418" Silvestre Este trabajo.
wt/pGRB2.0 pPGRB2.0(CgCEN/ARS Ura®, Hyg®

URA3)
CGM746 BG14 ura3A::Tn903 G418° Silvestre Este trabajo.
wWt/pOZ44 pOZ44 (Cg CEN/ARS URA3  (HST1)

HST1) Ura*, Hyg®
CGM748 CGM84  ura3A::Tn903 G418" hst1A Este trabajo.
hst1A/pOZ44 pOZ44 (Cg CEN/ARS URA3  (HST1)

HST1) Ura*, Hyg®
CGM750 CGM673  ura3A::Tn903 G418" sumlA Este trabajo.
suml1A/pOZz44 pOZ44 (CgCEN/ARS URA3  (HST1::c-mycl3)

HST1) Ura’, Hyg®
CGM821 BG14 ura3A::Tn903 G418" Silvestre Este trabajo.
HST1::GFP pOZ30/Spel-Blpl (HST1::GFP)

(HST1::GFP::hph) Ura’, Hyg"
CGM823 BG14 ura3A::Tn903 G418° Silvestre Este trabajo.
HST1::c-mycl3 pOZ32/Xmnl-Blpl (HST1:: c-mycl3)

(HST1:: c-myc13::hph) Ura’, Hyg®

2.3PLASMIDOS.

Los plasmidos utilizados en este estudio se describen en la tabla 4. Los plasmidos
se introdujeron por electroporacion o mediante la solucion de almacenamiento y
transformacién (TSS) en alguna de las cepas bacterianas usadas en este estudio.
Todas las cepas que contienen a estos plasmidos se encuentran resguardadas
por duplicado en glicerol al 10% a -80°C.

Tabla 4. Plasmidos

VECTORES DE CLONACION
Plasmido Descripcién y/o genotipo relevante Referencia
— R Promega®
pGEM®-T  Vector de clonacion. Amp”. Mo e o
-7 - - R -
pYIPlac211  Vector de clonacion integrativo. URA3 Amp™. . S‘gﬁféz fggg)
pGRB2.0  Vector de clonacion replicativo. CJCEN/ARS URA3 Amp”. (D;mgfgsl;) et
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Vector de clonacion replicativo. SCCEN/ARS URA3 Amp”.

(Sikorski and

pRS416 Hieter, 1989)
Vector para crear fusiones traduccionales con GFP.
Fragmento BamHI/Bglll de 0,725Kb (GFP) derivado de pAP742,
clonado en pOZ14 digerido con BamHI. _
pOZ16 Se selecciond la orientacion con el ORF de GFP en direccion 5°>3°. Este rabajo
[GFP::(FRT'?)’UTRCTAl)PpGK::hph::(3,UTRH|53)-FRT]
: URA3 Hyg" Amp".
Vector para crear fusiones traduccionales con c-myc13.
Fragmento BamHI/Bglll de 0,563Kb (c-myc13) derivado de pAP760,
clonado en pOZ14 digerido con BamHI. .
pOZ18 Se selecciond la orientacion con el c-mycl3 en direccion 5°>3°. Este trabajo.
[C-myC13::(FRT'3’UTRCTA]_)PPGK::hph::(s,UTRHBg)-FRT]
: URA3 Hyg"™ Amp".
VECTORES PARA MUTACIONES GENICAS
Plasmido Descripcién y/o genotipo relevante Referencia
Vector para construccion de mutante nula en SIR2.
DAP596 Un casete de resistencia a higromicina, flanqueado en el extremo 5’ Coleccion dl
: por 0,583Kb de la region promotora de SIR2 y en el 3’ por 0,828Kb laboratorio.
SIr2A ;
del terminador de SIR2.
[5°sire-Ppak::hph::(3’UTRuss)-(3 'UTRgr2)] ; URA3 Hyg™ AmpF.
Fragmento Spel/Bglll de 0,608Kb (3°’ORFHST1) derivado de
00Z30 pAP754, clonado en pOZ20 digerido con Spel/BamHI.
HST1::GFP [3’ORFHST::GFP::(FRT-3’UTRCTAl)PpGK::hphZZ(?)’UTRH|S3)-FRT' Este trabajo.
- (3°UTRysr1)]; URA3 Hyg® AmpF.
Para fusion traduccional de HST1 con GFP.
Fragmento Sacl/Bglll de 0,654Kb (3°’ORFHST1) derivado de
pOZ32 pAP754, clonado en pOZ22 digerido con Sacl/BamHI.
HST1::c- [3’ORFHST1::c-myc13::(FRT-3’UTRcra1)Prok::hph::(3°’UTRy;s3)- Este trabajo.
myc13 FRT-(3’UTRysr1)]; URA3 Hyg® AmpF.
Para fusién traduccional de HST1 con c-myc13.
VECTORES REPLICATIVOS
Plasmido Descripcién y/o genotipo relevante Referencia
Fragmento Sacl/Sall de 3,02Kb derivado de pOZ38, clonado en
00Z40 pGRB2.0 d.iger_ido con Sacl/Sall. _ )
(HST1::c- Vector replicativo con el ORF de HST1 fusionado al epitopo c-myc13 Este trabaio.
m 013)" en el C-terminal, con 0,387Kb al 5* y 0,52Kb del 3°UTR.
y [5’1sTtHSTL::c-myc13(3° UTRyst1)]; CQCEN/ARS URA3 AmpR.
Para complementar ectdpicamente a hst1A.
Para complementar ectdpicamente a hst1A.
Fragmento Sacl/Sall de 2,444Kb derivado de pOZ42, clonado en
00Z44 pGRB2.0 d.iger-ido con Sacl/Sall.
(HST1) Vector replicativo con el ORF de HST1 silvestre, con 0,387Kb al 5’y Este trabajo.
0,52Kb del 3°UTR.
[5°1sttHST1(3’UTRyst1); CYCEN/ARS URA3 AmpF.
Para complementar ectdpicamente a hst1A.
Vector replicativo que expresa la recombinasa (ScFlp1p) Coleccion del
pMZ18 para la remocion del casete de resistencia a higromicina; Iabcoratoriok B.
ormack.

[PEpAl::FLP].::(3' UTRH|33) URA3 AmpR
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VECTORES PARA OBTENCION DE GENES POR PCR

Plasmido Descripcion y/o genotipo relevante Referencia
E?I,ZICI\?/? Vector de clonacion que contiene el epitopo c-myc. (Longtine et al.,
N i6 i - - KmR R 1998)
KanMX6 Para obtencion del epitopo c-myc13 por PCR; Km™ Amp”.
AP300 Vector de clonacion que contiene el ORF de GFP. Coleccion del
P Para obtencion del ORF GFP por PCR; Km™ Amp". laboratorio.
VECTORES INTERMEDIARIOS
Plasmido Descripcién y/o genotipo relevante Referencia
Vector de clonacion con un casete de resistencia a higromicina, 5
PAP764 flanqueado por una secuencia FRT al extremo 3°. Coleccion de
[Prck::hph::(3' UTRyss)-FRT]; URA3 Hyg® AmpF.
AP742 Producto de PCR (oligos #410 y #409) de 0,742Kb del ORF de GFP Coleccion del
P derivado de pAP300, clonado en pPGEM®-T. Amp". laboratorio.
AP754 Producto de PCR (oligos #386 y #385) de 0,616Kb del 3° del ORF de  coleccion del
b HST1 sin codén de paro, clonado en pGEM®-T. Amp". laboratorio.
AP755 Producto de PCR (oligos #383 y #384) de 1,023Kb de la region Coleccion del
P 3°UTR de HST1, clonado en pGEM®-T. Amp®. laboratorio.
AP760 Producto de PCR (oligos #407 y #408) de 0,575Kb de c-myc13, Coleccion del
b derivado de pFA6a-13Myc-KanMX6 y clonado en pGEM®-T. Amp®.  laboratorio.
Producto de PCR (oligos #313 y #314) de 0,526Kb de la region .
pOZ1 3°UTR de HST1, clonado en pGEM®-T. Amp®. Este trabajo.
Producto de PCR (oligos #311 y #316) de 1,908Kb, que consiste en
pOZ3 0,381Kb de la region 5° y el ORF de HST1sin cododn de paro, clonado  Este trabajo.
en pGEM®-T. Amp®.
Producto de PCR (oligos #317 y #318) de 0,565Kb de c-myc13, .
POZ5 derivado de pFA6a-13Myc-KanMX6 y clonado en pGEM®-T. Amp®. Fste trabajo.
Producto de PCR (oligos #351 y #465) de 0,341Kb de la region .
pOZ12 3°UTR de CTAL1 con un sito FRT, clonado en pGEM®-T. Amp"~. Este trabajo.
Fragmento BamHI/Bglll de 0,325Kb (FRT-3’UTRcra;) derivado de
pOZ14 pOZ12, clonado en pAP764 digerido con BamHI. URA3 HygR Amp®.  Este trabajo.
Seleccion de la orientacidn con las secuencias FRT repetidas directas.
Fragmento Sall/Kpnl de 1,011Kb (3°’UTRyst1) derivado de pAP755, .
pO220 clonado en pOZ16 digerido con Sall/Kpnl. URA3 Hyg® AmpF. Este rebajo
Fragmento Sall/Kpnl de 1,011Kb (3°’UTRyst1) derivado de pAP755, .
pOz22 clonado en pOZ18 digerido con Sall/Kpnl. URA3 Hyg" Amp". Este trabajo.
Fragmento Sacl/Sall de 1,946Kb (5’4s1HST1) derivado de pOZ4, _
pOZz24 clonado en pYIPlac211 digerido con Sacl/Sall. URA3 Amp". Este rabajo.
Fragmento Xhol/Pstl de 0,571Kb (c-myc13) derivado de pOZ5, .
pOZ226 clonado en pOZ24 digerido con Xhol/Pstl. URA3 AmpF. Este trabajo.
Fragmento Pstl/Hindlll de 0,52Kb (3’UTRysry) derivado de pOZ1, _
pOZ228 clonado en p0Z26 digerido con Pstl/Hindlll. URA3 Amp~. Este trabaje.
Fragmento Sacl/HindlIll de 3,0Kb derivado de pOZ28, clonado en
pOZ38 pRS416 digerido con Sacl/HindlllI. Este trabajo.
[S’HSTlHSTlC-myC13(3’UTRHST1)] ScCEN/ARS URA3 AmpR
Fragmento de 2,04Kb, derivado de la digestion Sacl/HindlIl de un
00742 producto de PCR (oligos #311 y #414) del ORF de HST1 con Este trabzio.

0,387Kb al 5’ y 0,52Kb del 3°UTR, clonado en pRS416 digerido con
Sacl/Hindlll. [5°4siHST1(3’UTRysr1)] SCCEN/ARS URA3 Amp*.
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2.40LIGONUCLEOTIDOS.

Los oligonucledtidos (Elim Biopharmaceuticals, Inc.) utilizados para la construccion
de plasmidos y el diagnéstico de mutaciones o inserciones, por la técnica de PCR,
se describen en la tabla 5. Todos se utilizan en concentracion final de 250-300nM

en las reacciones de PCR.

Tabla 5. Oligonucledtidos

T

# Nombre Secuencia 5’23’ Sitios

13 pUC Fw GGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGG —

14 pUC Rv TATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGA —

15 P-PGK Rv out CGATAAGAGGCCACGTGCTTTATG —

16 3°’UTRHIS3 Fw out AGAAATACGCACGAACACGATATAGAGG —

17 pUC Rv2 GGAAACAGCTATGACCATGA —

84 SIR2@249 Fw GAATGTCAAGGACGGGAAG —

85 SIR2@546 Rv CAATAGACGAATGGTGAAC —

88 HST1@+1306 Rv AAGAGCTAAGAGAACTTTGTCCTCCGTC —

311 HST1@-397Sacl Fw CGGGAGAGTTCGAGCTCAAAAGTG Sacl

312 HST1@-468bp Fw GGAAAGAAGTCTTCTCTGCGAG —

313 HST1@+1Pstl Fw CGACTGCAGACCGCTCATTTGTTTTTATA  Pstl
ATAG

314 HST1@+519Hindlll Rv CGGAAGCTTTCGCCAAGAGACACG Hindlll

315 HST1@+561bp Rv GAAAAGATGGTTAACCAAGCCG —_

316 HST1@1527Xhol Rv CGACTCGAGTTCAGGAGAACCAGCCTC Xhol

317 Myc@-12Xhol Fw CGCTCTCGAGGGAGGGATCGCCGGGTTA  Xhol
ATTAAC

318 Myc@+14Pstl Rv CGGCTGCAGCGCGAATCCACTAGTGATTG  Pstl

351 CTAl@+290bpBglll Rv GCGAGATCTCTATGAATTAAGACATAACA Bglll
TCAAGTCCC

383 HST1@+1Sall Fw GCGGTCGACACCGCTCATTTGTTTTTATA SL"
ATAGA

384 HST1@+1000bpKpnIBsgl Rv. GCGGGTACCGTGCAGTACGGTGCCGCTGT Kpnl
TC

385 HST1@1527Bglll Rv AGATCTTTTCAGGAGAACCAGCCTC Balll

386 HST1@917bpSpel Fw AAACTAGTTCAATGTCATGGCTC Spel

407 13MycBamHI Fw GCGGGATCCTAGGGTTAATTAACGGTG BamHlI

408 13MycBgIII Rv CGCAGATCTGGCGCGAATTCACTAGTGAT Egll_l
TG

409 GFP@715bpBglll Rv CGCAGATCTTTATTTGTACAATTCATCCAT Bglll
ACC

410 GFP@lpramHI Fw GCGGGATCCTAATGTCTAAAGGTGAAGA BamHlI
ATTATTC

465 CTA1@+1pramH| FRT Fw GCGGGATCCGAAGTTCCTATACTTTCTAG BamHlI
AGAATAGGAACTTCGTGCGCT FRT

502 HST1@540bpEcoRI Fw AGCAACAAGAATTCGATTATCC EcoRl

504 HST1@449bp Fw CGAATATGAAGATTTCACTGATCC —
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523  SIR2@-1165bp Fw CAACCGCTGAAATTATTAGAGCCACG —
524  SIR2@+982bp Rv TTGGGCAGAGGTGTTCAACTCTAGACC —
i

El nombre del oligonucledtido indica la posicién del gen en donde hibrida y los sitios de
restriccion que posee. NUmeros sin signo son coordenadas dentro del ORF, mientras que
negativos y positivos indican que la hibridacion es al extremo 5 o 3 'UTR del gen,
respectivamente. Fw denota orientacion en sentido y Rv la antisentido. El sitio de
restriccion se muestra en negritas y subrayado.

2.5TRANSFORMACION GENETICA DE C. glabrata.

Para transformar genéticamente a C. glabrata con ADN lineal o superenrollado se
utilizé una modificacion del método de transformacion con acetato de litio (LIAcO)
(Gietz et al., 1992). Cada cepa a transformar se crecié en medio YPD durante la
noche. Al dia siguiente, se transfirieron 0,3mL de este in6culo a 30mL de YPD
fresco (dilucién1:100) y se incubd con agitacion hasta alcanzar una ODgy de 0,8-
1,0. Las células se colectaron por centrifugacion y se lavaron con un volumen
equivalente de agua estéril. Posteriormente se concentraron 100 veces en LIAcO
100mM y se dividieron en alicuotas de 50uL c/u. Para cada transformacion, a una
alicuota de células se le afadieron 240uL de polietilenglicol 50% Fluka
Biochemica® (PM 400) (concentracién final ~30%), 36uL de LiAcO 1M
(concentracion final ~90mM), 25uL de ADN acarreador de cadena sencilla
(Invitrogen® 2mg/mL) desnaturalizado por calor (concentracién final ~125ng/uL) y
el ADN a transformar, resuspendido en un volumen de 50 pL de Tris 10mM. La
mezcla se incubd a 30°C por 45min, después se le agregaron 43uL de DMSO y se
someti6 a choque térmico por 15min a 42°C. Por dltimo, las células se
centrifugaron para retirar el PEG y dependiendo del tipo de seleccion a realizar, se
resuspendieron en agua o en medio YPD. Para la seleccion de transformantes que
complementen la auxotrofia por uracilo, las células fueron resuspendidas en
600uL de agua y se sembraron en dos cajas con medio CAA; una con 50uL de la
suspension y otra con 100uL. Para la seleccion con higromicina se resuspendieron
en 1mL de YPD y se incubaron al menos 4h a 30°C. Al término de este periodo, se
sembraron 200, 300 y 400uL en cajas con medio YPD-Hyg. Todas las cajas se

incubaron a 30°C, al menos durante 48 horas.
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Se eligieron en promedio 8 colonias de cada transformante y se purificaron dos
veces en medio de seleccién adecuado (CAA o YPD-Hyg,). Se estriaron en medio
YPG para analizar su capacidad de utilizar glicerol como fuente de carbono no
fermentable y de este modo descartar que hayan presentado mutaciones que
alteraran su funcion mitocondrial (petit). Posteriormente se extrajo ADN gendmico

y se diagnostico por PCR la modificacion genética correspondiente.

2.6 ENSAYOS DE SENSIBILIDAD A PEROXIDO DE HIDROGENO.

Todos los preindculos de las cepas de C. glabrata usadas en estos ensayos se
crecieron por 36h en medio YPD a 30°C, hasta alcanzar una ODgg = 30. Como
agente oxidante se utilizd H,O, 30% (w/w) de Sigma-Aldrich®. Para evaluar la
sensibilidad a H,O, en fase de crecimiento exponencial, los cultivos saturados
fueron diluidos en medio YPD fresco, de tal forma que al término de siete
duplicaciones alcanzaran una ODgoo de 0,5 (figura 10). Inmediatamente después,
los cultivos fueron divididos en alicuotas para someterse a diferentes
concentraciones de H,O, por 3h a 30°C y con agitacion rotatoria constante. Para
los experimentos de adaptacion, las células se trataron por una hora con una
concentracion subletal de H,O, y después se retaron con una dosis letal por las
dos horas restantes. Al finalizar el tratamiento, se colectd la cantidad de cultivo
equivalente a una ODggo de 0,5y, tras la remocion del agente oxidante, las células
se resuspendieron en 1mL de agua destilada estéril. Posteriormente se realizaron
cinco diluciones logaritmicas en placas Costar® de 96 pozos y se gotearon 5uL en

cajas con medio YPD.
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FASE LOGARITMICA FASE ESTACIONARIA

Células ODgg0n,=0,5
N MOy subieta Y

Y O
U U 3 Alicuotar
Alicuotar. . conYPD
A =) =) agotado
4
Cepa en YPD I__I 1h \ Cepaen YPD

@_C¢0\

ODgoonm=30 Adaptacién O 230
icaci +[H,0,] Saturaciénen YPD
7 duplicaciones y b 230
en YPD fresco 3h M
'[Hzoz] — |

10° 101102 10 10 10°

1 Gotear en YPD
= = Diluciones
—p
[H,0,] p)
ODgo0nm=0,5 3
en agua A

Figura 10. Representacion esquematica de los ensayos de sensibilidad a H,O,. Para cada
cepa en los dos tipos de ensayos, las células se llevan a una ODggonm de 0,5. Los tratamientos 1, 2
y 3 representan concentraciones crecientes de H,0,, mientras que 0 corresponde a las células sin
reto oxidante. La dosis subletal de H,O, se aplica durante una hora para inducir adaptacion y
posteriormente se incrementa a una mayor concentracion. El H,O, se remueve, y 1mL con ODggonm
de 0,5 se diluye logaritmicamente para gotear cada tratamiento y sus diluciones en medio YPD.

Para los ensayos de sensibilidad de células en fase estacionaria, los cultivos
de una ODgyo = 30, fueron diluidos a una ODgyo de 0,5 con medio YPD agotado por
la misma cepa (figura 10). Los cultivos fueron divididos en alicuotas para
someterse a diferentes concentraciones de H,O, por 3h a 30°C y con agitacion
rotatoria constante. Al término del tratamiento, los cultivos permanecieron en
ODsggo de 0,5 y, tras la remocion del agente oxidante, se resuspendieron en 1mL
de agua destilada estéril. También se realizaron las cinco diluciones logaritmicas y
se gotearon 5uL en cajas con medio YPD.

Para ambos casos, se registré el crecimiento de las cepas durante 2-3 dias de

incubacion a 30°C. Los experimentos se realizaron al menos por duplicado.
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2.7TENSAYOS DE SENSIBILIDAD A FLUCONAZOL.

Para realizar medios YPD-Fluconazol (YPD-FLC) de diferentes concentraciones ,
se utilizd6 Fluconazol 2mg/mL. Todas las cepas de C. glabrata usadas en este
ensayo se crecieron por 36h en medio YPD a 30°C, hasta alcanzar una ODggy =
30. De cada cepa en fase estacionaria, se tomd la cantidad necesaria para
obtener una ODgy de 0,5. Las células se colectaron por centrifugacion, se
descarto el sobrenadante y se resuspendieron en 1mL de agua estéril. Después
se realizaron cinco diluciones logaritmicas seriadas en placas Costar® de 96 pozos
y se gotearon 5uL en una caja YPD y en varias cajas YPD-F de diferentes

concentraciones (ver figura 11).

FASE ESTACIONARIA YPD-F1
Cepasen YPD
ODggonm=30
YPD YPD-F 2
wt X 10° 101102 103 10* 10° —_
I
b 2
8
wt X S
Q
N
=

|
V

Alicuotar para obtener
Células ODgyy,,=0,5

Figura 11. Representacion esquematica de los ensayos de sensibilidad a fluconazol en fase
estacionaria. Tres diferentes cepas (silvestre, “x” e “y”) se cultivan hasta saturacion.
Posteriormente se colecta la cantidad necesaria de células para obtener una ODgy de 0,5 y se
realizan las diluciones seriadas. Posteriormente se platea en YPD y en tres diferentes
concentraciones de fluconazol (1, 2 y 3). En este ejemplo, la cepa "x"es mas resistente que la cepa

silvestre y su vez, la cepa silvestre supera en resistencia a la cepa "y".

Se registrd el crecimiento de las cepas durante 2-3 dias de incubacién a
30°C.
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2.8 CURVAS DE CRECIMIENTO.
Para varias cepas se determin6 el comportamiento de crecimiento en medio YPD

y/o CAA. Todos los preindculos se incubaron a 30°C por 36h en YPD o0 en CAA
hasta saturacion. Después de este tiempo, se calculé la cantidad de cultivo
necesario para obtener 50mL de medio fresco con una ODgg de 0,05. Las cepas
fueron incubadas a 30°C con agitacion constante y se tomaron alicuotas cada
hora para determinar espectrofotométricamente su densidad 6ptica. Los datos de
ODsgoo se graficaron en funcién del tiempo y para cada curva se tienen al menos
siete puntos.

Para calcular el tiempo de duplicacion de cada cepa se tomaron cinco

puntos de la curva de crecimiento en fase logaritmica. Por regresion lineal se
obtuvo la ecuacién de la recta de primer orden [In(|4¢y|) = mt + b]. Donde
In(|A(|) corresponde al logaritmo neperiano de la absorbancia, t al tiempo, b la
ordenada al origen y m la pendiente de la recta. El valor de la pendiente es
directamente proporcional a la velocidad de crecimiento. El antilogaritmo de la
ecuacion lineal da como resultado A = e™'e”, pero a tiempo cero, Ay g = €”,
por lo que la ecuacion se reduce a Ag) = A—gye™ . El tiempo al que se obtiene el

doble de la cantidad inicial (24.=¢)) corresponde al tiempo de duplicacion (t; =

In2
)

2.9 KITS COMERCIALES.

Para aislar el ADN plasmidico de cultivos bacterianos, se usé6 el kit QlAprep. La
extraccion de ADN de geles de agarosa se realizd con el kit Gel Extraction
QIAquick y el PCR Purification QIAquick para la purificacion de productos de PCR.

Todos ellos de la marca comercial QIAGEN®.

2.10 ANALISIS BIOINFORMATICOS.
Para los analisis comparativos entre C. glabrata y S. cerevisiae, las secuencias
génicas se extrajeron de la base de datos del proyecto Gendlevures

(http://www.genolevures.org/index.html#) y de la base de datos de S. cerevisiae,
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SGD (http://lwww.yeastgenome.org/). Los alineamientos y filogenias fueron hechos
con el programa gratuito MEGA (http://www.megasoftware.net/) o BioEdit.

Los datos de los microarreglos de Biao-Ma et al (2009, NCBI; GEO, numero de
acceso: GSE6626) y Maki-Hirao et al (2003, http://labs.fhcrc.org/bedalov/jbc.html),

se encuentran disponibles en linea.

2.11 TRANSFORMACION DE E. coli.

ELECTROPORACION: Se utilizaron cepas electrocompetentes DH10B,
DH10pcnB o Stbl2 (tabla 2). La mezcla de una alicuota de células
electrocompetentes con ~20-50ng del ADN a transformar, se transfirié a una celda
de electroporacién de 1mm (BIORAD®). Con un electroporador [Gene Pulser Xcell
Electroporation System [BIORAD®]), se le aplicd un pulso eléctrico (1800V,
200mA, 50F) e inmediatamente después, las células se resuspendieron en 600uL
de medio SOC para incubacién con agitacion a 30°C por una hora. Al término de
la recuperacion, se sembraron alicuotas en cajas de LB-Cb50 y se incubaron 12-
24h a 30°C.

SOLUCION DE ALMACENAMIENTO Y TRANSFORMACION (TSS): Para la
transformacién de cepas bacterianas DH10pcnB o Stbl2 in situ, se utiliz6 la
solucion TSS (Chung et al., 1989). La cepa a transformar se incub6 a 30°C en
medio LB complementado con 0,2% de glucosa hasta alcanzar una ODgoonm ~0,6.
Se tom6 1mL de la suspensiéon y se mezclé perfectamente con la solucion TSS y
el ADN a transformar (<250ng). Las células se incubaron en hielo media hora y se
sometieron a un choque térmico a 37°C por 45s. Se colocaron nuevamente en
hielo por 3min y por ultimo se recuperaron por una hora a 30°C en medio SOC
para después ser sembradas en LB-Cb50 con glucosa al 0,2%.

Las cajas se incubaron a 30°C por 12-24h. Tras la obtencion de colonias
aisladas se procedio con el diagnéstico de las construcciones por PCR de colonia.
Una vez confirmadas, se resguardaron dos colonias independientes en glicerol al
10% a -80°C. Después se extrajeron los plasmidos mediante el kit comercial

QlAprep, y se analizd6 su patron de restriccibn con las endonucleasas
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correspondientes para confirmar la presencia del inserto. Todas las enzimas de

restriccion utilizadas en este trabajo son de New England BioLaboratories®.

2.12 EXTRACCION DE ADN GENOMICO DE C. glabrata.

Las cepas de interés se cultivaron por 36h en YPD. Las células se colectaron por
centrifugacion y se resuspendieron en 500uL de amortiguador A [Tris 0,05M,
EDTA 0,01M, NaCl 0,15M, Triton 1% (Caledon Labs.®) y SDS 1% (Fluka
Biochemicals®)]. Se afiadi6 un volumen equivalente de fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico de Fluka Biochemicals® [24:24:1] y se incub6 a 44°C por 30min, con
agitacion ocasional y vigorosa. Se recupero la fase acuosa por centrifugacion, se
agregé 50uL del amortiguador A sin detergente con RNasa (AMBION®), y se
incubd por 30min a 44°C. Para precipitar el ADN se afiadieron 15uL de NaCl 5M y
un volumen de etanol frio al 100%. EI ADN se lavé con etanol al 70% y una vez

seco, se resuspendié en 250uL de Tris10mM con RNasa.

2.13 PURIFICACION DE ADN CON FENOL:CLOROFORMO:ALCOHOL
ISOAMILICO Y PRECIPITACION CON ETANOL.

Para eliminar proteinas y sales, la muestra de ADN a purificar se llevd a un
volumen final de 100uL con agua miliQ y se le afadié acetato de amonio a una
concentracion final de 25M. Se agregdé un volumen equivalente de
Fenol:Cloroformo:Acohol Isoamilico (24:24:1) y se agitd6 vigorosamente. Por
centrifugacion se separé la fase acuosa y se transfirié a un tubo limpio en donde
se le adicioné 1L de glicdgeno (Roche®). Inmediatamente después se agregaron
2,5 volimenes de etanol frio al 100% y se precipitd el ADN a -20°C por 20 min. Se
concentrd el ADN por centrifugacién, se descartd el sobrenadante y se lavé con
etanol al 70%. Se retiraron los remanentes de etanol y se aplico calor para secar
la pastilla. Finalmente el ADN se resuspendié en 20-30uL de Tris 10mM.
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2.14 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)
Para la amplificacién de productos nucleotidicos destinados a clonacion se utilizo
la ADN polimerasa Taq Platinum de Invitrogen®. La siguiente tabla indica las

condiciones utilizadas en la reaccion de PCR esquematizada a la derecha.

Reaccion PCR
DIAGRAMADE FLUJO

Componente Concentracion final DEL PROGRAMA

MgCl, 1,5mM d
10 . Aa

dNTPs 2mM 20uM c/u [ 94°C, 0:45

Oligo Fw 5pM  0,25uM CTa030 ) | 2
B ciclos

Oligo Rv 5uM 0,25uM L 4

- [ 68°C,te

ADN molde. El necesario (<500ng)

Tag Platinum® 1U [ 68°C,5:00 ]

H,O m. Q. Estéril.  c¢.b.p 30uL [ 4°C,» |

La temperatura de alineamiento (Ta) se determin6é segun las parejas de
oligonucledtidos a utilizar y el tiempo de extension (te) depende de la longitud del
fragmento, teniendo en cuenta que la enzima polimeriza 1Kb/min.

Para las reacciones de diagndéstico de modificaciones genéticas, ya fueran
a partir de ADN gendémico o de una colonia bacteriana, se utilizé la ADN
polimerasa Taq Amplificasa® de la UNAM. Las condiciones de reaccién son
semejantes a las descritas anteriormente, con la excepcion de que su temperatura
de extension es de 72°C, utiliza su propio amortiguador (10X) y se usan 2,5U en
20uL de reaccion. Su velocidad de polimerizacidén se ha estimado en 1Kb/min.

Finalmente, para amplificacion de fragmentos mayores a 4Kb, se utilizé la
mezcla de ADN polimerasas Expand Long Template (Roche®). La siguiente tabla
indica las condiciones utilizadas en la reaccibn de PCR esquematizada a la

derecha.
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Reaccion PCR DIAGRAMADE FLUJO
R s DELPROGRAMA

Componente Concentracioén final
Amortiguador 10X 1X [ 930C"2:00 ]
con MgCl, (#1,203) (1,75-2,75mM MgCl,) [ 93°C 0:10 J+
dNTPs 2mM 350uM c/u Crmose |0
Oligo Fw 5uM 0,3uM ( 68°C e -
Oligo Rv 5uM 0,3uM (93°C, 0:15  Je
ADN molde. El necesario (<500nQ) ( Ta. 030 ) dﬂ’os
Mezcla Expand 0,75U (68°C.te+2slc
Long Template® (6C 700
H,O m. Q. Estéril. c.b.p 30uL e )

El (te) depende de la longitud del fragmento, teniendo en cuenta que la
enzima polimeriza 1,5Kb/min. Después de los 10 primeros ciclos, el tiempo de
extension se incremento6 en 2s por cada ciclo.

La amplificacién de los productos de PCR se detectd por electroforesis en

geles de agarosa (0,8%) tefiidos con bromuro de etidio.

2.15 CUANTIFICACION DE ADN

Para cuantificar ADN en cantidades pequefias se utilizd6 un método
espectrofotométrico. Brevemente, en el espectrofotbmetro UV-1700 PharmaSpec
(SHIMADZU®) se colocé la celda de cuarzo TRAY CELL (HELLMA®) con 5L de
Tris 10mM para calibrar a cero de absorbancia a la longitud de onda de 260nm.
Posteriormente se limpioé con etanol 100% y una vez seca, se afiadieron SuL de la
muestra de ADN. A partir de la lectura emitida a esta longitud de onda se calculo

la concentracion de la muestra en base a la siguiente férmula:

[DNA](Z_i?) = faspna X feetr X Arz60nm

Donde la concentracion de la muestra estd dada en ng/uL y es directamente
proporcional al producto del factor de la celda (f,.;) con valor de 10, por el factor
numerico del ADN de doble cadena (f;spna) que es 50 y por la absorbancia de la

muestra a 260nm de longitud de onda (4;260nm)-
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3. RESULTADOS
3.1. GENERACION DE LA CEPA MUTANTE DOBLE sir2A hst1A.

En Candida glabrata, la interrupcion de la maquinaria del silenciamiento
subtelomérico (SIR2 o SIR3), resulta en un incremento en la virulencia debido a la
induccion de adhesinas epiteliales normalmente silenciadas (EPA6 y EPA7Y)
(Castano et al., 2005; Iraqui et al., 2005). Por otra parte, como se describirA mas
adelante, la anulacion del gen HST1 conlleva a la activacion de multiples genes,
algunos de los cuales pudieran ser relevantes en la patogenicidad de esta
levadura. Es posible que la ausencia de ambas sirtuinas resulte en un incremento
en la virulencia de C. glabrata. Por esta razon decidimos construir la cepa mutante
doble sir2A hst1A.

Para construir la mutacion por reemplazo génico por un so6lo paso del gen
SIR2, la cepa mutante hstlA (CGM84) se transform6 con un fragmento Sacl/Kpnl
derivado del pAP596. Este fragmento consiste de un casete de resistencia a
higromicina (Ppck1::hph::3’'UTRys3) flanqueado por dos secuencias homologas a la
region 5’ y 3 'UTR de SIR2. Mediante doble recombinacién homdloga, SIR2 se
sustituyé por el casete de resistencia a higromicina, fenotipo con el que se
seleccionaron las colonias transformantes. En las siguientes secciones de

resultados, se muestran los fenotipos obtenidos para esta mutante.

3.2.Hstlp Y Sumlp REGULAN NEGATIVAMENTE LA RESPUESTA A
ESTRES OXIDANTE EN FASE DE CRECIMIENTO EXPONENCIAL.

Por ensayos de sensibilidad a peroxido de hidrogeno (ver materiales y métodos,
seccion 2.6), confirmamos que la ausencia de HST1 incrementa moderadamente
la resistencia a estrés oxidante en fase exponencial. En comparacion con la cepa
silvestre, el mayor crecimiento de esta cepa mutante es evidente a
concentraciones de 40 y 50mM de H,0O, (figura 12). Resulta interesante que la
mutacion del paralogo mas cercano a Hstlp (SIR2), no comparte el fenotipo de
resistencia a 50mM y por el contrario, parece un poco mas sensible que a la cepa

silvestre (figura 12). En futuros experimentos, la evaluacion de la sensibilidad a
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H,O, de la cepa mutante doble sir2A hstlA, serd Util para determinar cuél de de
los dos fenotipos impera en este fondo genético.

En S. cerevisiae, Hstlp es reclutada por el factor transcripcional Sumlp para
reprimir genes de manera especifica (Xie et al.,, 1999). Recientemente, Ma.
Guadalupe Gutiérrez-Escobedo, integrante de nuestro grupo de laboratorio,
construyo la cepa mutante nula (sum1A) para el gen ortdlogo de este represor en
C. glabrata (CAGL0J10956). Es probable que Hstlp y Sumlp funcionen también
como un complejo en esta levadura, por lo que decidimos determinar la
sensibilidad a estrés oxidante de la cepa sumlA. En la figura 12, se muestra que
en ausencia de Sumlp se induce resistencia a 50mM de H,O, al igual que la

mutante hstlA.
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Figura 12. HST1 y SUM1 regulan negativamente la REO en fase exponencial. Se analiz6 la
sensibilidad a H,O, de la cepa silvestre (BG14), y las mutantes sir2A (CGM71), hstlA (CGM84) y
sumlA (CGM673). Después de siete duplicaciones, las células en ODgggn,m=0,5, fueron expuestas a
diferentes concentraciones de H,O,. Al término de tres horas, se tomaron cantidades equivalentes
de ODeggonm=0,5 y se gotearon diluciones seriadas en medio YPD. Para la adaptacion, las células se
trataron 1 hora con 10mM de H,O, y después con 100 y 200mM por dos horas mas.

Se ha sugerido que durante la adaptacion a H,O,, Candida glabrata detecta y
responde a niveles subletales de ERO para incrementar la expresion de genes
antioxidantes y protegerse frente a subsecuentes exposiciones letales de radicales
libres (Cuellar-Cruz et al., 2008). En comparacion con la cepa silvestre y la
mutante en SIR2, existe una mejor respuesta adaptativa en ausencia de SUM1 o
HST1 durante el crecimiento exponencial (figura 12). En fase estacionaria, la

ausencia de HST1 aparentemente también incrementa la resistencia a peréxido de
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hidrégeno (Figura S1 en anexos), aunque éstos ensayos deberan repetirse e
incluir a la cepa sumlA y la cepa mutante doble sir2A hstlA. Dado el nivel de
variacion de estos experimentos, sera necesario realizar mayor numero de
repeticiones para confirmar la validez de nuestras observaciones. Finalmente,
tenemos contemplado realizar otros ensayos de supervivencia a peroxido de
hidrogeno para cuantificar las células que permanecen viables para cada cepa

después de su exposicion a peroxido de hidrégeno.

3.3.LA CATALASA MEDIA LA RESPUESTA A ESTRES OXIDANTE EN
AUSENCIA DE Hstl1p.

Estd documentado que en ausencia de Hstlp, los niveles de transcrito de 235
genes son al menos dos veces y media mas altos que los de la cepa silvestre en
C. glabrata (Ma et al., 2009). En la tabla 6 se presentan genes participes de la

REO que se sobreexpresan en una cepa hstlA.

Tabla 6. Genes implicados en la REO que se sobreexpresan en la cepa hst1A. ‘

Gen SE¥ Comentario Referencia
UBI4} 47 Ubiquitina, esencial para degradacion de proteinas dafiadas en  (watt and Piper,
’ condiciones de estrés oxidante. 1997)
NCE103* 46 Anhidrasa carbonica necesaria para crecer en condiciones (Gotzetal.,
' aerobias y regular la concentracion de HCO; intracelular. 1999)
Factor de transcripcion que reconoce genes con el PDE.
i Fitaci G i (Wei etal,,
GISLE 46 Induce I_a expresion de genes durante I|_m|taC|on de nutrientes. 2008; Zhang et
Necesario para reprogramar el metabolismo de carbono y al., 2009)
respuesta a estrés en la transicion a fase estacionaria.

" Proteina de respuesta a dafio en ADN. Dib et al.. 2008
DDR48 35 Esencial para respuesta a estreés. (Bibetal., 2006)
GPD1 3,1 DL-glicerol-3-fosfatasas, involucradas en la biosintesis del (Pahlman et al.,
GPD2 3,0 glicerol. Se inducen en respuesta O,"". 2001)
RCK2* 2,9 Protein-cinasas involucradas en la REO, participan en la (Bilsland et al.,
RCK1* 2.6 cascada de Hogl MAPK cinasas. 2004)
SED1 29 G_Iicoprotel’na de pared celula_r con_ancla GPI, inducida por (Ezaki et al.,

' diferentes estrés en fase estacionaria. 1998)
inei i (Liu et al., 2009;
XBP1* 28 Reprgs_or transcrlpc!onal que retrasa_el ciclo celular en Mai o
condiciones de estrés o falta de nutrientes. Breeden, 1997)
L. . . (Roetzer et al.,
MSN4* 2,7 Factor transcripcional de dedos de Zn, activado en condiciones  2008; Schmitt
MSN2 2,5 de estrés. Reconoce el elemento STRE. and mgg‘tee'
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Subunidad del supercomplejo proteolitico mitocondrial i-AAA.  (Dumnetal.,

*
MGR3 2 Degrada proteinas mitocondriales mal plegadas. 2008)
CTAL* 20 Catalasa peroxisomal, 2H,0, = O, + H,0 (Cuellar-Cruz et
' Necesaria para la resistencia a H,O,. al., 2008)

tIndica el numero de veces(valor absoluto) que se encuentra sobreexpresado (SE) en relacion a la
cepa silvestre BG14.

*Genes inducidos por la fagocitosis de C. glabrata por macréfagos IM774A.1 (Kaur et al., 2007).
1Genes inducidos durante limitacion de niacina en C. glabrata (Ma et al., 2009)

Estudios anteriores determinaron que la eficiente respuesta antioxidante de C.
glabrata depende de la catalasa (CTA1) ya que sin esta metaloenzima, la célula se
torna hipersensible a H,O, (Canas-Villamar, 2007; Cuellar-Cruz et al., 2008). En
ausencia de HST1, el gen de la catalasa se induce moderadamente (tabla 6). La
figura 13 muestra que el fenotipo sensible de la cepa ctalA no puede suprimirse
con la induccion de la respuesta antioxidante que se deriva por la falta de Hstlp,
ya que una cepa mutante doble es incluso mas sensible que la cepa sin catalasa.
Sin embargo, C. glabrata aun sin catalasa es capaz de adaptarse mejor que la
mutante doble (figura 13, fila 5). Es posible que la pérdida de Hstlp, conlleve a
otros efectos celulares que por falta de la catalasa comprometan su adaptacion y

respuesta a estrés oxidante.

[H,0,] . [H,0
900D : : |00 05 ~
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Figura 13. El incremento en la resistencia a H,O, en hstlA es mediado por la catalasa. Se
analizo la sensibilidad a H,O, de la cepa silvestre (BG14), la mutante hstlA (CGM84), ctalA
(CGM295) y la doble mutante hstlActalA (CGM323) en fase logaritmica. Después de siete
duplicaciones, las células en ODgynm=0,5, fueron expuestas a diferentes concentraciones de H,O,
y tres horas después se gotearon en medio YPD. Para la adaptacion, las células se trataron con
una dosis baja por una hora y dos horas después se sometieron a dosis letales.
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3.4.MUTACIONES EN HST1 O SUM1 INCREMENTAN EL TIEMPO DE
DUPLICACION EN FASE LOGARITMICA.

En Candida glabrata, otro de los fenotipos atribuidos a la mutaciéon de HST1
es la disminucién en la velocidad de crecimiento en medio rico (YPD). Hasta el
momento no se ha reportado que la mutacién del ortélogo a HST1 de S. cerevisiae
afecte el ciclo celular, pero en la tabla 7 se enlistan los genes que estan sujetos a
regulacion negativa por HST1 de C. glabrata y cuya sobreexpresion se ha

vinculado a un retraso en el crecimiento en S. cerevisiae.

Tabla 7. Genes controlados negativamente por CgHstlp y que al sobreexpresarse

afectan el crecimiento en S. cerevisiae

Gen SE Comentario Referencia
RGM1 2,9 Posible represor transcripcional de dedos de zinc. (Estruch, 1991)
PPZ1* 2,9 Serin/treonin fosfatasas tipo Z. Involucradas en el transporte de (i et al., 2008:
K", Su sobreexpresion, afecta la estabilidad osmética y la Yenush et al.,
PPZ2 2,9  progresion del ciclo celular. Causa arresto en G2/M. 2002)
YPROISC 2.9 Proteina de funcion desconocida con motivos de dedos de zinc. (Niu et al, 2008)

La sobreexpresion causa arresto celular en G2/M .

*Genes inducidos por la fagocitosis de C. glabrata por macréfagos IM774A.1 (Kaur et al., 2007).

Por medio de curvas de crecimiento, calculamos el tiempo de duplicacion
de la cepa silvestre, hstlA, sumlA y la doble mutante hstlA sir2A. Encontramos
gue en ausencia del factor transcripcional Sumlp o de la desacetilasa Hstlp, C.
glabrata exhibe un pronunciado retraso en el crecimiento exponencial (figura 14).
En comparacién con la cepa silvestre cuya duplicacién es cada 70 minutos, los
tiempos de duplicacion se extienden hasta 155min en ausencia de HST1 y de
165min para la mutante en SUM1. También fue posible detectar un sutil descenso
en la velocidad de crecimiento cuando la desacetilasa Sir2p esta ausente, aunque
el tiempo de duplicacion sélo se extiende trece minutos mas que en la cepa
silvestre. La doble mutante que carece de ambas sirtuinas, exhibe un tiempo de

duplicacién similar a la mutante en HST1.

48

——
| —




Hstlp en la resistencia a estrés oxidante y a fluconazol en C. glabrata Emmanuel Orta Zavalza

CURVA DE CRECIMIENTO EN YPD
5 w.t.
sir2A
hst1A
'E sumlA
c sir20/hst1A
3
L
o 0.5
o
4
0.05
o 2 4 6 8 10 12 14
Tiempo {h)
BG14 cGM71 CGM84 CGM673 CcGM712
Parametro wt sir2A hstiA sumlA sir2A hst1A
m 0.5945 0.5009 0.3168 0.3103 0.2863
b -3.4631 -3.2567 -3.2795 -3.3172 -3.0298
r 0.9987 0.9992 1.0000 0.9992 0.9985
td 01:10 01:23 02:11 02:14 02:25

Figura 14. En ausencia de SUM1 y HST1, el tiempo de duplicacién se extiende 2,2 veces mas
en medio YPD. Se colectaron muestras cada 60 minutos por 12 horas para la cepa silvestre
(BG14) y las mutantes; sir2A (CGM71), hstlA (CGM84), sumlA (CGM673) y sir2A hstlA
(CGM712); y se graficoé el valor de la ODgynm €n funcién del tiempo. Se tomaron los valores
logaritmicos de de cinco puntos de la grafica y por regresion lineal se obtuvo el valor de la
pendiente. Para obtener los tiempos de duplicacion, el logaritmo natural de 2 se dividié entre la
pendiente.

3.5.LA RESISTENCIA A FLUCONAZOL SE INCREMENTA EN AUSENCIA
DE HST1 O SUM1.

La resistencia innata de C. glabrata hacia los farmacos azolicos, dificulta el
tratamiento de los pacientes infectados por esta levadura y resulta en un
incremento en el indice de mortalidad de las candidemias. Es importante

mencionar que el analisis del microarreglo de la cepa de C. glabrata sin Hstlp (Ma
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et al., 2009), revela que en ausencia de esta sirtuina se inducen fuertemente

algunos genes de transportadores que se asocian a mecanismos de resistencia

pleiotrépica farmacoldgica. Principalmente se refieren a genes de transportadores

ABC y de la superfamilia facilitadora principal (MFS).

Tabla 8. Genes que confieren resistencia a fluconazol y se inducen en la cepa hst1A.

Gen SE  Comentario Referencia
Principal transportador del tipo ABC, expulsa diversos (Bennett et al.,
CDR1 212 xenoplotlco§ medl_ante I_a hlplr_olms gle ATP. 2004; Sanglard et
' Confiere resistencia pleiotrépica a farmacos (PDR). al., 2001; Wada et
" e al., 2005)
Sobreexpresado en aislados clinicos de C.glabrata.
YBT1 14,0 Transportador del tipo ABC. Transporta bilis y taurocolato. (Ortiz et al., 1997)
Transportador del tipo ABC.
AUS1 3,7 Involucrado en la incorporacion de esteroles y crecimiento (Nakagggnf) etal,
anaerobio. Protege frente a fluconazol en C. glabrata.
Transportador del tipo ABC. Confiere PDR.
YORL 35 Involucrado en la desintoxicacion de cadmio en S. cerevisiae. (Negy etal., 2000)
ATRLY 33 Bomba de expulsion de multifarmacos de la MFS. (Kanazawa et al.,
' Confiere resistencia a aminotriazol. 1988)
Transportador de multifarmacos de la MFS. (Alarco etal.,
FLR1 30 EnS. Eerevisiae la transcripcién depende de Yaplp. 199;72988%;3 “
QDR2: 3,0 Trapsportador tipp MFS, cor_lfiere resisFencia a quinidina. (Vargasetal.,
' Posiblemente participe en la incorporacion de K. 2007)
Factor transcripcional maestro de nicleo de zinc [Zn(2)-Cys(6)].
Reconoce el elemento PDRE y regula finamente los genes de (Ferrari etal.,
PDR1 2,9  respuesta a multifarmacos. gggg \T/tht;(ly
Aislados clinicos de C. glabrata presentan mutaciones de etal., 2006)
ganancia de funcion en este factor e incrementan su resistencia.
Transportador del tipo ABC, regulado positivamente por Warlp. _(Gregorietal,
PDRIZ 2.7 |\ olucrado en resistencia a 4cidos orgénicos débiles. 2007'f$ggr)ﬂ "
Transportador del tipo ABC, ort6logo de CDR1. (Bennett et al.,
PDH1* 2,5  Confiere resistencia pleiotropica a farmacos (PDR). 2004; Izumikawa
Sobreexpresado en aislados clinicos de C.glabrata. etal,, 2003)

*Genes inducidos por la fagocitosis de C. glabrata por macréfagos IM774A.1 (Kaur et al., 2007).
IGenes inducidos durante limitacion de niacina en C. glabrata (Ma et al., 2009)

Hasta el momento, no se ha documentado la existencia de un mecanismo de

control epigenético sobre los genes que codifican para dichos transportadores. Es

por ello que decidimos analizar la sensibilidad a fluconazol de varias cepas

mutantes de C. glabrata (materiales y métodos seccion 2.7).

Los ensayos revelaron que el crecimiento de la cepa silvestre y mutante en

SIR2, disminuye significativamente a partir de 16ug/mL de fluconazol (FLC16), lo
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cual indica que la ausencia de Sir2p no confiere resistencia al fungistético.
Sorprendentemente, las mutantes hstlA, sumlA y la doble mutante hstlAsir2A
son capaces crecer a concentraciones tan elevadas como 128ug/mL (figura 15).
Estos resultados sugieren que Sumlp y Hstlp regulan negativamente genes que

confieren resistencia a este farmaco azélico.

. [ sirn L hsud | sumin | sir2A st

Figura 15. Hstlp y Sumlp, ejercen un control negativo sobre genes de resistencia a
fluconazol en fase estacionaria. La cepa silvestre (BG14), y las mutantes sir2A (CGM71), hstlA
(CGM84), sumlA (CGM673) y sir2AhstlA (CGM712) se incubaron por 36h en medio YPD hasta
saturacién. De cada una de las cepas se tomd la cantidad necesaria para obtener células en
ODeoonm=0,5, se realizaron diluciones y se gotearon en medios con diferentes concentraciones de
fluconazol (16, 32, 64, 128 y 256 ug/mL).

La desacetilasa Hstlp de C. glabrata, probablemente junto al factor Sumlp,
reprime la expresion de transportadores para precursores del cofactor NAD®,
permeasas de aminoacidos y hexosas, asi como genes relacionados con la
respuesta a estrés o con resistencia a fluconazol (Ma et al., 2009). Tal parece que
la induccion de los genes controlados negativamente por Hstlp en C. glabrata,
posiblemente favorezca la supervivencia y adaptacion del patdogeno al estrés que
enfrenta en el hospedero. Sin embargo, la interaccién fisica entre Hstlp y los
genes que regula negativamente debe ser comprobada. Con esta finalidad
decidimos fusionar traduccionalmente a HST1 con el epitopo c-mycl3. De esta
forma con anticuerpos monoclonales dirigidos contra c-Myc y mediante el ensayo
de inmunoprecipitacion de la cromatina (ChlP), podremos identificar las
secuencias que estén enrigquecidas para esta sirtuina. También, decidimos marcar

a HST1 con la proteina verde fluorescente para determinar su localizacion sub-
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celular bajo diferentes estimulos (fluconazol, limitacion de niacina, estrés

oxidante).

3.6.CONSTRUCCION DE VECTORES PARA EL MARCAJE CON
EPITOPOS.

El marcaje con epitopos, es un método de ADN recombinante que fusiona en fase
la secuencia de un gen de interés con un polinucle6tido corto que codifica para un
epitopo. El uso de un anticuerpo monoclonal dirigido contra el epitopo permite
localizar y purificar practicamente cualquier proteina, asi como detectar sus
interacciones con otros polipéptidos o secuencias génicas (Jarvik and Telmer,
1998).

Varios integrantes del laboratorio conjuntamos esfuerzos para construir
vectores que permiten la marcacion de proteinas en su extremo C-terminal. La
estrategia permite construir proteinas quiméricas y a la vez seleccionar
eficientemente las colonias transformantes que incorporan dicha modificacion en
el genoma. En este trabajo los epitopos se obtuvieron de vectores con los
productos de PCR de la proteina verde fluorescente (GFP) y c-Mycl13 (proteina
nuclear asociada a tumores humanos).

Generalmente las proteinas toleran mas frecuentemente adiciones
polipéptidicas en sus extremos terminales que en la secuencia central,
probablemente porque el sitio activo no suele encontrarse en dichas regiones del
polipéptido. Sin embargo, existen excepciones en donde la actividad enzimética es
dependiente de la integridad de alguno de los extremos terminales (Jarvik and
Telmer, 1998). Los vectores aqui descritos se disefiaron para que el epitopo se
afadiera al extremo C-terminal porque de esta forma se asegura que sélo las
proteinas quiméricas completamente sintetizadas seran las que se detecten.

En este trabajo se construyo el vector intermediario (pOZ14) que permite la
incorporacion de diversos epitopos. Del pOZ14, se obtuvo un plasmido con c-
Myc13 (pOz18) y otro con GFP (pOZ16),y ya se tienen también los vectores con el
epitopo HA (hemaglutinina) y FLAG (sitio activo de la enterocinasa). La figura 16

muestra la estrategia seguida para la obtencion de dichos plasmidos.
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Figura 16. Representaciéon esquematica de la construccion de los plasmidos con los
epitopos GFP (p0OZ16) y c-Myc13 (p0OZ18). Mediante PCR se sintetiz6 el terminador funcional de
la catalasa con un sitio FRT al 5(0,341Kb) y se resguardé en pGEM-T®(p0212). El plasmido se
extrajo de E. coli, se cortdé con BamHI/Bglll y se purificé el fragmento correspondiente al terminador
a partir de un gel de agarosa (0,8%). El plasmido pAP764; con el gen de resistencia a higromicina
(hph) colocado bajo la direccién del promotor de PGK1 y el terminador de HIS3 con un sitio FRT,;
se cortd con BamHI y se desfosforild con la fosfatasa intestinal de ternera (CIP). Las secuencias
BamHI y Bglll, poseen extremos cohesivos compatibles pero no regeneran ninguno de los dos
sitios tras su ligacion. El terminador de la catalasa se clon6 en pAP764 a través de la ligacion
BamHI/Bglll (pOZ14). Las secuencias de GFP y c-Myc13 se obtuvieron de pAP742 y pAP760,
respectivamente. Los epiitopes digeridos con BamHI/Bglll se purificaron y se clonaron en pOZ14
digerido con BamHI y desfosforilado para dar lugar a pOZ16 y pOZ18. Cada paso de clonacion se
verificé por PCR y con enzimas de restriccion.

Las caracteristicas y diagramas de los plasmidos pOZ16 y pOZ18, se ilustran

en la figura 17 y 18, respectivamente.
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pOZl6 Olil(1999)
HindIlI(5154 Notl(2009)
g e Spel(2023)
Clal(5160) FRT 7.5 kb s
Sall(5169) /
Xhol(5175) .
Ava(5175) 3 UTRpsss mr Mscl(2205)
Bsp1201(5184) N WR””
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Acc651(5190) e|(2938) Mfel(2596)
rG“ BsrGI(2743)
Agel(2961)
Pmll(3100)
Ecod7lI(2935)

Sgfi(4019)

Mapa pOZ16 |
Secuencia Coordenadas (#pb) Comentario
411-1214 Gen que codifica para la orotidina 5’-fosfato descarboxilasa.
> URA3 8040b Participa en la biosintesis de novo de pirimidinas en S. cerevisiae.
(804pb) Marcador de seleccién que complementa la auxotrofia por uracilo.
Proteina verde fluorescente mutante 3 de Aquaeoria victoria.
2037-2753
> GFP 7170b Contiene mutaciones S65G y S72A cerca del croméforo.
(717pb) Optimizada para S. cerevisiae y C. albicans. (fluorescente a A=488nm.)
2760-3082 Terminador de la catalasa de C. glabrata (CTAL).
3’UTRcrA1 323pb Funciona como terminador temporal de la fusi6n traduccional.
(323pb) Posee un sitio FRT rio arriba de la secuencia.
3117-3609 Promotor constitutivo de la 3-fosfoglicerato cinasa en S. cerevisiae.
» Prcra (493pb) Es fuertemente inducido en glucosa como fuente de carbono.
3656-4684 Higromicina fosfotranferasa de Klebsiella pneumoniae.
» hph 10290b Cinasa que inactiva el antibiético higromicina B por fosforilacion.
( pb) Marcador de seleccion que confiere resistencia a higromicina B.
, 4695-5095 Terminador funcional de la imidazolglicerol-fosfato dehidratasa.
u3’UTRys3 (401pb) Es flanqueado por un sitio FRT rio abajo de la secuencia.
~ Secuencias de reconocimiento de recombinasa FLP (S. cerevisiae).
[2760-2793, (34pb)] FLP crea rompimientos de doble cadena en dos secuencias FRT repetidas
uFRT
directas y después las une en los extremos.
[5120-5153, (34pb)] El proceso elimina el ADN encontrado entre las secuencias FRT.
. 5631-6313 Origen de replicacion unidireccional de E. coli.
ColE1 ori (683ph) Al carecer del gen ROP es bajo nimero de copias (10-30/célula)
6408-7268 B-lactamasa derivada de E. coli. Marcador de seleccién bacteriano.
bla (861ph) Degrada B-lactdmicos y confiere resistencia a carbenicilina.

Figura 17. Representacién esquematica del pOz16 (GFP). En el vector se indican las
secuencias de la tabla y los sitios de restriccion en negritas indican los sitios miltiples de clonacién
(MCS).
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Mapa pOZ18 |
Secuencia Coordenadas (#pb) Comentario
411-1214 Gen que codifica para la orotidina 5’-fosfato descarboxilasa.
b URA3 8040b Participa en la biosintesis de novo de pirimidinas en S. cerevisiae.
(804pb) Marcador de seleccion que complementa la auxotrofia por uracilo.
2037-2579 Epitopo de trece repeticiones del decapéptido EQKLISEEDL.
»c-Mycl3 543pb Proviene de los aminoacidos 410-419 de la proteina humana c-myc.
(543pb) Reconocido por el anticuerpo monoclonal de ratén Anti-c-myc (9E10).
2598-2920 Terminador de la catalasa de C. glabrata (CTAL).
3’UTRcra1 3230b Funciona como terminador temporal de la fusion traduccional.
(323pb) Posee un sitio FRT rio arriba de la secuencia.
2955-3447 Promotor constitutivo de la 3-fosfoglicerato cinasa en S. cerevisiae.
> Prcka (493pb) Es fuertemente inducido en glucosa como fuente de carbono.
3494-4522 Higromicina fosfotranferasa de Klebsiella pneumoniae.
» hph 10290b Cinasa que inactiva el antibiético higromicina B por fosforilacion.
( pb) Marcador de seleccion que confiere resistencia a higromicina B.
, 4533-4933 Terminador funcional de la imidazolglicerol-fosfato dehidratasa.
u3’UTRyys3 (401pb) Es flanqueado por un sitio FRT rio abajo de la secuencia.
_ Secuencias de reconocimiento de recombinasa FLP (S. cerevisiae).
ERT [2598-2631, (34pb)] FLP crea rompimientos de doble cadena en dos secuencias FRT repetidas
directas y después las une en los extremos.
[4958-4991, (34pb)] El proceso elimina el ADN encontrado entre las secuencias FRT.
. 5631-6313 Origen de replicacion unidireccional de E. coli.
ColE1 ori (683ph) Al carecer del gen ROP es bajo nimero de copias (10-30/célula)
6408-7268 B-lactamasa derivada de E. coli. Marcador de seleccion bacteriano.
bla (861ph) Degrada B-lactamicos y confiere resistencia a carbenicilina.

Figura 18. Representacion esquematica del pOZ18 (c-Myc13). En el vector se indican las
secuencias de la tabla y los sitios de restriccion en negritas indican el sitio multiple de clonacién

(MCS).

Con el uso de estos vectores se puede marcar cualquier proteina y seleccionar

facilmente las colonias

transformantes.

Méas adelante se describirda el
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procedimiento seguido para la marcacién de Hstlp con ambos epitopos, pero que
ejemplifica el protocolo que puede seguirse para el marcaje de cualquier gen.

3.7.LAS CEPAS hstlA Y sumlA PIERDEN EL FENOTIPO DE LENTO
CRECIMIENTO EN EL MEDIO CASAMINOACIDOS.

Cuando las proteinas son marcadas con epitopos, se realiza la prueba genética
cldsica de complementacion para evaluar la funcionalidad de la proteina
quimérica. Si el gen que codifica para la fusion traduccional, restaura el fenotipo
silvestre de una cepa mutante nula o termosensible para dicho gen, entonces la
guimera es funcional.

Antes de integrar al genoma las fusiones traduccionales de la sirtuina con los
epitopos, decidimos evaluar la complementacion en la mutante hstlA, usando un
plasmido replicativo que contiene este gen fusionado con c-Myc13.

El plasmido pOZ40 contiene la fusibn de HST1::c-Mycl3, una secuencia
CEN/ARS de C. glabrata y URA3 como marcador de seleccion. El gen quimérico
se conforma de 0,381Kb de la regiébn promotora de HST1, seguido del ORF
fusionado a c-Myc13 y 0,526Kb del terminador (3’UTR). El pOZ40 y el vector vacio
(PGRB2.0), se utilizaron para transformar a la cepa silvestre y a las mutantes
hstlA y sumlA. Las transformantes se seleccionaron en medio sin uracilo (CAA).

Mediante curvas de crecimiento, caracterizamos los tiempos de duplicacién de
las cepas transformadas con la fusion (pOZ40) y los comparamos contra las cepas
con el vector vacio (pGRB2.0). La retencion de los plasmidos replicativos, so6lo se
logra mediante la seleccion en medio sin uracilo, es por ello que las curvas se
realizaron en el medio CAA. En el medio rico (YPD), los tiempos de duplicacion de
las cepas mutantes en HST1 o SUM1 se extienden mas de dos veces en
comparacion con la cepa silvestre. Tedricamente s6lo con una proteina quimeérica
funcional, la velocidad de crecimiento de la cepa mutante hstlA seria restaurada.

Sin embargo, los tiempos de duplicacion para las mutantes sumlA y hstlA,
fueron semejantes al de la cepa silvestre, tanto con la construccion (pOZ40) como

con el vector vacio (figura 19).
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CURVA DE CRECIMIENTO EN CAA

3 wt+H$T1::myfI
wt+V
hstlA + HST1::myc
sumiA + HST1::myc
‘é“ hst1A +V
c sumIA+V
o
o
o)
~0.5
(]
@)
0.05
0 2 4 6 8 10 12
Tiempo (h)
wt hstlA sumlA
Parametro| CGM718 CGM518 CGM730 CGM736 CGM738
p0Z40 pGRB2.0 p0Z40 pGRB2.0 p0Z40 pGRB2.0
m 0.5583 0.5523 0.5662 0.5221 0.5574 0.5224
b -3.5554 -3.6787 -3.7869 -3.7001 -3.7475 -3.6496
r 0.9967 0.9992 0.9991 0.9965 0.9993 0.9995
td (h:min) |1:14 1:15 1:13 1:20 1:14 1:20

Figura 19. Las cepas mutantes hstlA o sumlA con o sin la fusion HST1::c-Myc13, se
replican a la misma velocidad que la cepa silvestre en el medio CAA . La cepa silvestre
CGM718, la mutante hstlA CGM728 y la mutante sum1lA CGM736 contienen la construccién
replicativa de HST1::c-Mycl13, (pOZ40), mientras que wt+V (CGM744), hstlA+V (CGM730) y

suml1A+V (CGM738) contienen el vector vacio (pGRB2.0).

Decidimos explorar el fenotipo de las cepas parentales en medio CAA
complementado con uracilo, para descartar la posibilidad de que el vector

replicativo fuera el responsable de éste comportamiento. Resulta interesante que
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las cepas mutantes parentales (sumlA y hstlA) carecen del fenotipo de lento

crecimiento en el medio CAA (figura 20).

CURVA DE CRECIMIENTO EN CAA+URACILO
: ol Wt
sumlA
hst1A
€
c
o
o
O
E 0.5
(@]
0.05
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Tiempo (h)
BG14 CGM84 CGM673

Parametro wt hst1A sumi1A

m 0.6393 0.6185 0.5995

b -3.1411 -3.1528 -2.9165

r2 0.9997 0.9996 0.9902

td (h:min) 01:15 01:07 01:10

Figura 20. Las mutantes hst1A y sum1A no presentan un fenotipo de lento crecimiento en el
medio CAA. Se graficé la densidad éptica de las cepas en funcién de tiempo. En contraste con el
fenotipo de lento crecimiento visto para ambas mutantes en YPD, la mutante hst1A (CGM84) y la
mutante sum1A (CGM673), exhiben un comportamiento casi idéntico a la cepa silvestre (BG14) en
este medio (suplementado solamente con uracilo para complementar la auxotrofia de las

parentales).

Esta observacion puede deberse a dos posibilidades; que exista algun
componente en el medio CAA que restaure la velocidad de replicacién o bien que

en el medio YPD algun otro componente la inhiba. De cualquier forma, otros

58

——
| —




Hstlp en la resistencia a estrés oxidante y a fluconazol en C. glabrata Emmanuel Orta Zavalza

experimentos deberan ser llevados a cabo para determinar la causa del
comportamiento diferencial de éstas mutantes en estos medios. Ademas, la
funcionalidad de la proteina quimérica (Hstl::c-Myc13p) debera ser evaluada
mediante la complementacion de otro fenotipo, como la sensibilidad a fluconazol,

gue es la consecuencia mas clara de la ausencia de HST1

3.8.FUSION DE HST1 CON GFP Y ¢-Myc13.

Para fusionar traduccionalmente a HST1 en el C-terminal con los epitopos, se
sintetiz6 por PCR el fragmento terminal del ORF sin coddn de paro y parte de la
region 3'UTR. Las recomendaciones siguientes se refieren al disefio de los
oligonucledtidos para amplificar cada fragmento.

Segmento terminal del ORF (3’ORF).

¢ Oligonucledtido sentido: Es preferible que se disefie con un sitio de restriccion
nativo del gen a marcar, compatible con el MCS del vector.

e Oligonucleotido reverso: Debe hibridar al final del ORF y excluir el codon de
paro. Se recomienda que tenga el sitio de restriccion Bglll mas una timina
(@”gatct-t). Asi, al cortar el inserto con dicha enzima y el vector con BamHI
(g™gatcc), la ligacion de los extremos compatibles no regeneran ninguno de
los sitios usados [agatcc], pero mantiene a la proteina y al epitopo en la misma
fase, con la adicién de sélo tres aminoacidos (KIL).

Terminador (3’'UTR).

e Oligonucleodtido sentido: Hibrida inmediatamente después del codén de paro y
posee un sitio de restriccion compatible con el MCS del vector.

e Oligonucledtido reverso: Se recomienda que posea un sitio de restriccion
nativo del gen a marcar y que ademas sea compatible con el MCS del vector.
Preferentemente, las secuencias deben ser =1Kb para favorecer los eventos de

recombinacién homologa.

Los fragmentos y vectores se cortaron con las enzimas de restriccion
indicadas, se purificaron de gel y se clonaron secuencialmente (figura 21). El

orden de la clonacion se determina con base en los sitios Unicos de restriccién que
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permanecen disponibles después de la adicion de un inserto. Es importante elegir
oportunamente los sitios de restriccion que incorporan los oligonucleétidos para

facilitar este proceso.

URA3 [ bla >

Lﬂ: #UTR s

p0Z20
GFP (FT 3'UTR,,, m; TRyyss |FRT | 3'UTRyery

Bia >
m

pOZ16

BamHI

< URA3 | bla
pOZ30

6P . 7, R, )5

Figura 21. Generacion de vectores para reemplazo génico con fusiones traduccionales. El
extremo terminal del ORF de HST1 sin coddn de término (3’ORF HST1) esta contenido en el
plasmido pAP754, y su terminador (3’UTR) en pAP755. Primero se cloné el fragmento Sall/Kpnl
correspondiente al 3’UTRyst1, en pOZ16 para dar lugar a pOZ20. El fragmento Spel/Bglll de 3’'ORF
HST1 se clon6 en pOZ20 digerido con Spel/BamHI, para fusionar traduccionalmente a HST1 con
GFP. La clonacién se realiz6 en este orden porque la incorporacién del 3’'UTRyst; al vector, no
agrega més sitios Spel o BamHI, necesarios para la clonaciéon siguiente. En cambio, en la
operacion inversa, la incorporacion del 3’'UTRysr; en el vector, se complicaria porque el fragmento
3’ORF HST1 adiciona otro sitio Kpnl.

Las construcciones finales con las proteinas quimeéricas, pOZ30(HST1::GFP) y
pO32(HST1::.c-Myc13), fueron secuenciadas antes de transformar a C. glabrata.
En la figura S2 del apartado de anexos se muestra la parte del electroferograma
que comprende la fusién, y se demuestra que en ambos casos, HST1 se
encuentra en la misma fase que los epitopos.

Posteriormente, los vectores fueron digeridos dentro de las dos regiones

homologas de HST1 para favorecer la recombinacion al transformar C. glabrata.
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De este modo, por un sélo paso, se reemplazé la secuencia nativa por las fusiones
traduccionales. La ventaja de este reemplazo génico es que permite seleccionar
directamente a las transformantes en base a la resistencia a higromicina, mientras
que el terminador provisional de la catalasa, estabiliza el transcrito de la proteina

quimérica (figura 22).

URA3 bla
pOZ30

1
FRT_ 3'UTR(y, 'UTR 55 ]FRT ] 3'UTRHI1

Blpl

Cromosoma C
Doble Recombinaciéon Homdéloga
HST1 m FRT_ 3'UTR(p, 'UTR,,5; | FRT

HygR

Figura 22. Fusién con epitopos por un sé6lo paso (doble recombinacién homdloga). Se
ejemplifica el proceso seguido para el reemplazo del gen silvestre de HST1 por la versibn marcada
con GFP. Para la transformacioén, el pOZ30 fue digerido con Spel/Blpl, sitios de restriccion que por
encontrarse en la secuencia enddgena sirven para integrar la fusion traduccional mediante doble
recombinacion homéloga. Tras el reemplazo, el ORF de HST1 se fusiona al epitopo mientras que
el terminador de la catalasa sustituye al 3’'UTR nativo y estabiliza temporalmente al transcrito.

La insercion del casete de resistencia a higromicina facilita la seleccion de las transformantes.

En este trabajo HST1 fue marcado con GFP y c-Myc13 por un sélo paso. Sin
embargo, en otros casos puede existir solamente un sitio de restriccion dentro de
alguna de las dos regiones homologas del gen a marcar. Esta circunstancia obliga
que el reemplazo ocurra en dos pasos. Primero se integra el vector lineal en el
locus del gen a marcar. Después de la recombinacion, se seleccionan las colonias
segregantes que complementen la auxotrofia por uracilo y se comprueba por PCR
que la integracion ocurrid6 en el locus correspondiente. Finalmente, para la
resolucion, se seleccionan las células que hayan perdido el gen URA3 mediante el
uso del acido 5-fluorético. Este compuesto analogo a un precursor del uracilo es
convertido por Ura3p a fluorodeoxiuridina que es toxico para las células. El gen
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URA3 puede eliminarse o permanecer mediante la recombinacion de las
secuencias homologas del vector y las enddgenas. De acuerdo con observaciones
experimentales, es mayor la probabilidad de que se incorpore el gen marcado con
el epitopo, conforme mayor sea la longitud de la regibn homaologa opuesta a la que

se utilizd para la integracion (figura 23).

Blpl

Cromosoma C ) . A
Recombinacién Homéloga

HygR
Resolucién 2 Ura
5-FOAS
e
ra
5-FOAR @
— TR G ) o, 3UTR [ Hyg®

Ura-

- l 5-FOAR

Figura 23. Marcaje con epitopos por dos pasos (integracion y resolucion). En este ejemplo, la
ausencia de sitios de restriccion en ambas regiones homélogas imposibilita la transformacion por
un paso. A través del corte del sitio Unico del terminador, el vector es integrado al locus de HST1.
Las segregantes se seleccionan en medio sin uracilo o con higromicina. Para resolver la
integracion, las cepas segregantes se tratan con 5-FOA, un compuesto que en presencia de URA3,
intoxica a las células. Para evitar la muerte celular, el gen URA3 se elimina mediante
recombinacion homaologa, con dos posibles resultados: 1) La recombinacién en el extremo opuesto
de la integracién genera el genotipo deseado, la fusién traduccional reemplaza al gen nativo, o 2)
la recombinacion en el mismo lugar de la integracion regenera el alelo silvestre.

Una vez que se obtuvieron las colonias resistentes a higromicina, se extrajo
ADN gendmico y mediante PCR se verificO el reemplazo génico. Para el
diagnéstico utilizaron los oligonucleétidos especificos para comprobar la
integracion en ambos extremos (5’ y 3’) y la del fragmento completo (figura 24). En

la figura S3 de los anexos, se muestran las bandas correspondientes al

diagnéstico por PCR para HST1 marcado con ambos epitopos.
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Figura 24. Ubicaciéon de los oligonucleétidos para comprobar el reemplazo génico con la
fusién traduccional. Tanto el marcaje con epitopos por uno o dos pasos deriva en la integracion
del casete modificado de resistencia a higromicina. Mediante PCR se diagnostica la integracion en
el locus correspondiente. Para verificar el extremo 5 se utiliza un oligonucleétido sentido que
hibrida en el gen marcado, pero fuera de la secuencia utilizada para la clonacién en el vector,
mientras que el oligonucleétido reverso reconoce algin componente exdgeno, por ejemplo el
casete de higromicina (#502 y #15). Para el extremo 3’ se sigue el mismo principio (#26 y#88).
Finalmente con los oligonucle6tidos de los extremos (#502 y #88) se amplifica toda la secuencia de
la fusién. Encima de cada llave se colocé la longitud esperada para cada fragmento.

La eliminacion del casete de resistencia a higromicina permite que este
marcador pueda ser utilizado nuevamente para la seleccion de otras
modificaciones genéticas. Las cepas con la fusiébn traduccional fueron
transformadas con el plasmido replicativo pMZ18 que codifica para la recombinasa
FlIplp de S. cerevisiae (seleccion en CAA). La proteina reconoce las dos
secuencias repetidas directas (FRT) y mediante recombinacion, escinde el ADN
gue se encuentra entre ellas. De este modo, ademas de eliminarse el casete de
resistencia, se coloca el terminador nativo de HST1 después del gen quimérico
(figura 25). Hasta el momento se obtuvieron las cepas con la fusién traduccional,
sensibles a higromicina y resistentes a 5-FOA (Ura’), pero no se ha demostrado
por PCR la escision del casete, es por ello que no se encuentran en la lista de

cepas de este estudio.
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Figura 25. Eliminacion del casete de resistencia a higromicina con incorporacion simultanea
del terminador nativo. Las cepas con la fusién traduccional se transformaron con el pMZ18, que
codifica para la recombinasa Flplp de S. cerevisiae y se seleccionaron en medio sin uracilo (CAA).
Tras la induccidn de la expresion de Flplp con medio fresco (YPD) en fase logaritmica, se escindio
el casete de resistencia junto al terminador de la catalasa, permitiendo que el terminador nativo se
coloque después de la fusion traduccional.

Con esta estrategia se generaron fusiones traduccionales de HST1 con
GFP y c-Myc13, que potencialmente, serviran para localizar a la desacetilasa bajo
diferentes estimulos (estrés oxidante o fluconazol) y detectar las interacciones con

secuencias génicas y otros polipéptidos (Sumlp y Rfmlp).
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3.9.LA SECUENCIA DEL REPRESOR Sumlp DE C. glabrata ES
NOTABLEMENTE DISTINTA A LA DEL ORTOLOGO DE S. cerevisiae.

C. glabrata y S. cerevisiae comparten el 62% de identidad nucleotidica en la
secuencia de HST1 y CgHstlp es 74% similar a ScHstlp. Sin embargo, a pesar
de la conservacion, regulan negativamente un grupo muy distinto de genes. En S.
cerevisiae, Hstlp forma un complejo con Rfmlp y Sumlp (HRS) para el
silenciamiento puntual de genes que contienen la secuencia MSRE. En este
trabajo se demostr6 que una cepa mutante de C. glabrata en el factor
transcripcional SUM1, comparte los fenotipos descritos por la ausencia de HST1.
Esto sugiere que la represion transcripcional por la sirtuina depende también del
represor (Sumlp). Es probable que el diferente control transcripcional entre las
mutantes de S. cerevisiae y C. glabrata que carecen de Hstlp, sea consecuencia
de un represor distinto que cambi6 en la secuencia de reconocimiento de Sumlp
(MSRE).

Por sintenia se ha determinado que el gen ortélogo a SUM1 en C. glabrata es
CAGL0J10956. Sin embargo, el analisis de secuencias de aminoacidos para el
factor Sumlp de varias especies de hemiascomicetos, revelan que esta proteina
es solamente un 23,5% similar a su ortlogo de S. cerevisiae y que el mayor grado
de similitud (28,0%) se encuentra con el ortélogo de Kluyveromyces lactis. El arbol
filogenético de la figura 26, ilustra que el represor Sumlp de C. glabrata es
notablemente distinto al de S. cerevisiae, aun cuando estas levaduras son
filogenéticamente cercanas (figura 2). Por otra parte, el alineamiento global de
secuencias de Sumlp de la figura 27, indica que la regidbn mas conservada del
represor de C. glabrata se encuentra en el extremo N-terminal. Esto sugiere que
probablemente esta regién medie la interaccion con Rfmlp para el reclutamiento

de Hstlp y dirigir el silenciamiento.
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Figura 26. Arbol filogenético de secuencias Sumlp de hemiascomicetos. El diagrama fue
trazado por el método del vecino mas cercano (NJ), a partir del alineamiento global de las
secuencias proteicas del represor Sumlp de varias especies de hemiascomicetos. Se representa
el arbol consenso inferido a partir de 1000 repeticiones con prueba “bootstrap”. El porcentaje de
arboles replicados en los que las especies se agruparon juntas en la prueba de “bootstrap” se
muestran arriba de cada rama.

66

——
| —



Hstlp en la resistencia a estrés oxidante y a fluconazol en C. glabrata

Emmanuel Orta Zavalza

hhEROhOONOO WEENhhNLhGOO hhEOhhhhhO WEENhhNLLLDO

hREOOhhnhh OO

glabrata
cerevisiae
kluyveri
bayanus
mikatae
paradoxus
kudriavzevii
lactis
gossypii
pombe

glabrata
cerevisiae
kluyveri
bayanus
mikatae
paradoxus
kudriavzevii
lactis
gossyplii
pombe

glabrata
cerevisiae
kluyveri
bayanus
mikatae
paradoxus
kudriavzevii
lactis
gossypii
pombe

glabrata
cersrvisias
kluyveri
bayanus
mikatae
paradoxus
kudriavzevii
lactis
gossyplii
pombs

glabrata
cerevisiae
kluyveri
bayanus
mikatas
paradoxus
kudriavzevii
lactis
gossypii
pombe

g+ 018 G- 000w onean [ PO vaEE B g S

5 D:H TTTSFRKSNGLPL I5SHSSFVLNVDTE P”K“T””””ﬁDD KQ;}PSP”
MERHMTSDLVL
I VOR BS
I IER 5
T IV IEQ SAFDS
———————————————————————————————————————————— IGIGENGVSRRERDSS

30 -J-:| 11-3 120
[ I - S P
———————— D m RQ_.ID SAR ~sr<vmz D
HIRDSEAFEH RECMDA TS
'_'5PD;55;RTQLQ_...:'?AID_IG'?‘KQEVES v:_._:
HTINFEDLP s TiRRCVER
HIRDVENF SCHMDTIRREMGET
HIEDP-—- PCHNETIRRCHE SLEVLSHNQSVLENRLDLVMRN(VNTE
QTR VREQSPHEIN JRERDIER SLEVLSHNQSVLENRLDLVMRNCVNTE

FDENGISSVCAGLESQRGTIRELRG

—————— E

ﬂE%¥I
HERLN STLLOH

NNLNERLHRLSTLLQH
HNLNEELNELSTLLQON,

=1L 1LSAPSSSRDILIBLE LS
SSLNLT D'QTG: VTBQ

rm:me S RIrNE1

ESSTPEKEQELAEPE————— P__K'DQP iSR! DQSA ——————————

67

(
.

'



Hstlp en la resistencia a estrés oxidante y a fluconazol en C. glabrata

Emmanuel Orta Zavalza

RO hnhhOO RO hnhhOO RO hnhh0O W RhhhhhhO

RO hnhhhO

glabrata
cerevisiae
kluyveri
bayanus
mikatae
paradoxus
kudriavzevii
lactis
JOS3YPii
pombs

glabrata
cerevisiae
kluyveri
bayanus
mikatae
paradoxus
kudriavzevii
lactis
JOS3YPii
pombe

glabrata
cerevisiae
kluyveri
bayanus
mikatae
paradoxus
kudriavzevii
lactis
gossypii
pombe

glabrata
cerevisiae
kluyveri
bayanus
mikatae
paradoxus
kudriavzevii
lactis
gossypii
pombe

glabrata
cerevisiae
kluyveri
bayanus
mikatas
paradoxus
kudriavzevii
lactis
gossypii
pombe

RQYDEQSD LS TEDOEDLAL D HD

NEYDEESDHEE AR NSEVS *SD_DRD@)EG IDASVERS S ARKEAQRYV PR [J0@ KV REEDEDEDD LSESHISL-—— -

SE0
e IR IR I IR | SRR I I - -
ERYEVHETDSFEQETT iHRPG——————— RPP”K" ART PG“N

NDRDF ARSEME SNRRLLEAMREEERRKFMTSI THDN gL NLNL N I STRSRIRE
SDRDFARIEMESNRY L LEAMEEEE T RFH TSR TIsEEE : 1
NDRDE ARSEME SNF L LEAMREEERRRFMTSIIHDN

210

HDEDEARSEMESNEELLEAMEEEERREFHMTSITHDN ‘S:ERETTRO
HDEDEARSFMESNEELLEAMEEEERREFMTSITHDN FERERFTTS

NDRDFARSFHESHRRLLFPHREEERRRFHTSIIHDH

iLEELSKEVFPESI

eel

A' RRESKSE '_ENRE'?
EEeD o G el

BaARNTMR - —— — —— —— — =~~~

DEEV‘V “NDDN: ——————

rEDHTLY EDE -

WGINMS

_E%G\_GN& b L

RTEENCSARPHLLDMENSTEQCSACALPSSQLEVDST
~TAEITATTTRVRSPSSSSHRRSVNDTD PLEDTEIRRORNS ENA -
RRVEFNEDD TRV LAVTEE———————————————————————————

68

——
| —



Hstlp en la resistencia a estrés oxidante y a fluconazol en C. glabrata Emmanuel Orta Zavalza

glabrata
cerevisiae
kluyveri
bayanus
mikatas
paradoxus
kudriavzevii
lactis
gossypii
pombe

W EnHNLNDLO

glabrata T'H
cerevisiae EFEFEAREEELINSSINEEDY A
kluyveri EFRFKIREEELI]

bayanus
mikatae
paradoxus
kudriavzevii
lactis
gossypii
pombe

WEEhhhnhDLNLO

glabrata
cersrisias
kluyveri
bayanus
mikatae :
paradoxus LRLRESRR1HQRRFALEALFEEHRDQSRDE"FHHYTILHFVREMEHYRIFIHRQVQHFYHHITLLFMILYDLCDEV}TO
kudriavzevii LRLRESRR1HQRRFALEALFEEHRDQSRDEN'FHHYTILHFVREMEHYRIFIHRCVCHFYHHITLLFMILYDLCDLVZTO
lactis
gossypii
pombe TSCRDTTARAIDVDSFE

hREOhBAhOnNO

glabrata
cerevisiae
kluyveri
bayanus
mikatas
paradoxus
kudriavzevii T
lactis T L { 256 LEQPYVTNDVPADEGTRE
gossypii S ]
pombe

RO NhnhhhO

-

K. lactis LHTEHVQOQSETPVEEL RTEENTHHAT QDOHLPSLPEDSEDVHETQ

Figura 27. Alineamiento multiple de secuencias de aminoacidos de Sumlp por clustalW. La
secuencia del represor de C. glabrata es notoriamente distinta al resto de las secuencias de los
ortélogos encontrados para otras levaduras, incluyendo S. cerevisiae y K. lactis. El mayor grado de
similitud se encuentra en la porcion N-terminal de la proteina, que en S. cerevisiae se ha descrito
es importante para la interaccion con Rfmlp, sin embargo, en C. glabrata no se conservan los
aminodacidos Q324 e 1325 los cuales se ha reportado son importantes para la formacion del
complejo en S. cerevisiae (marcados en rectangulo rojo) (Mead et al., 2007).
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4. DISCUSION

Candida glabrata es una levadura haploide, no dimoérfica, filogenéticamente
relacionada con S. cerevisiae, que en condiciones de atenuacion inmunoldgica del
hospedero, es capaz de causar severas infecciones sistémicas (Trick et al., 2002).
La relevancia epidemiologica de las infecciones causadas por esta levadura, yace
en el incremento en la incidencia en las dos ultimas décadas y en el elevado
indice de mortalidad al que se asocian (Li et al., 2007; Pfaller and Diekema, 2007).
En la actualidad, con el fin de desarrollar tratamientos eficientes para el control de
estas candidiasis, se han incrementado el numero de esfuerzos que intentan
comprender los mecanismos moleculares que dotan de virulencia a C. glabrata.

Como patégeno oportunista exitoso, C. glabrata se ha adaptado para sobrevivir
en el hospedero y causarle enfermedad. Por experimentos in vitro, se ha
demostrado que esta levadura se adhiere con avidez a células epiteliales de
mamifero y que posee una eficiente respuesta a estrés oxidante que podria
favorecer su supervivencia a los mecanismos microbicidas de los fagocitos
(Castano et al., 2005; Cuellar-Cruz et al., 2008). Ademas, C. glabrata desarrolla
frecuentemente resistencia a los fungistaticos azélicos que se utilizan como
profilacticos para el tratamiento de las candidiasis, lo que dificulta la recuperacién
de los pacientes infectados con esta levadura (Berrouane et al., 1999; Gonzalez et
al., 2008; Ruan et al., 2008). Resulta interesante que por resultados de trabajos
anteriores y del nuestro, se ha sugerido que la regulacion de algunos de éstos
factores de virulencia, involucra un control negativo por maquinaria de
silenciamiento puntual (Hstlp) y regional (Sir2p), operado por desacetilasas de
histonas dependientes de NAD", conocidas como sirtuinas (Canas-Villamar, 2007;
Castano et al., 2005; De Las Penas et al., 2003; Domergue et al., 2005; Ma et al.,
2009).

Por analisis de secuencias proteicas, determinamos que de Hstlp de C.
glabrata es 74% similar al ortélogo de S. cerevisiae. Sin embargo, cuando
comparamos los perfiles transcripcionales de cepas mutantes en esta sirtuina para
ambas levaduras, encontramos que solo regulan 19 genes en comun (Hirao et al.,

2003; Ma et al., 2009). De acuerdo con esta observacion, encontramos que la
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ausencia de HST1 en C. glabrata produce algunos fenotipos no descritos en S.
cerevisiae. Pero ¢ por qué desacetilasas tan semejantes controlan genes distintos
en organismos filogenéticamente relacionados?

En S. cerevisiae, el represor Sumlp reconoce el SRE y a través de Hstlp,
silencia un juego selecto de genes de manera especifica de promotor (McCord et
al., 2003; Xie et al., 1999). Las cepas mutantes hstlA y sumlA de C. glabrata,
comparten los mismos fenotipos entre si, lo que sugiere que Sumlp y Hstlp
participan en la misma via. Consideramos que el distinto perfil transcripcional entre
estas levaduras, puede explicarse por las diferencias sustanciales entre los
represores Sumlp que reclutan a la desacetilasa (23,5% similar; véanse figuras 26
y 27). Estos mismos analisis de secuencias indican que, a pesar del bajo grado de
similitud del factor transcripcional, la region més conservada es su extremo N-
terminal, el cual en S. cerevisiae posee residuos importantes para la interaccion
con Rfml1p y por ende con Hstlp (McCord et al., 2003). Sin embargo, analizamos
algunas regiones intergénicas de los genes de C. glabrata regulados
negativamente por Hstlp (TNR1, TNR2, TNA1, CDR1, YBT1, HSP12, HXT2) en la
base de datos para secuencias concenso de reguladores transcripcionales
(YEASTRACT http://www.yeastract.com/) y carecen del elemento de la
esporulacion intermedia (MSRE) descrito como blanco de Sumlp (datos no
mostrados). Consideramos probable que CgSumlp dirija la regulacion de los
genes silenciados por CgHstlp, mediante el reconocimiento de una secuencia
distinta al MSRE.

En C. glabrata, a pesar de la estrecha similitud entre Sir2p y su paradlogo mas
cercano (73%), Hstlp controla negativamente un mayor numero de genes, que
ademas de no empalmarse con los regulados por Sir2p, se encuentran dispersos
por todo el genoma (Ma et al., 2009). Nuestros resultados, respaldan la
observacion de que estas desacetilasas regulan genes distintos y poseen
funciones no sobrelapantes, ya que la presencia de SIR2, no suprime los fenotipos
de la cepa hstlA en ninguno de los ensayos evaluados (véanse figuras 12, 14 y
15).
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Los datos presentados en este estudio sugieren que mediante la pérdida del
silenciamiento controlado por Hstlp/Sumlp, se induce una moderada respuesta
antioxidante en fase logaritmica que depende de la catalasa (figura 12 y 13) y
posiblemente de otros factores implicados en la respuesta a estrés (tabla 6).

Por otra parte, ain no comprendemos la causa del lento crecimiento en medio
rico (YPD) de las cepas mutantes que carecen de HST1 o SUM1. Creemos que la
sobreexpresion de algunos genes son los responsables de dicho fenotipo, pero
este supuesto no explica porqué las mismas cepas restauran su tiempo de
duplicacibn en medio sin uracilo (CAA). Es posible que la diferencia en la
proporcién de los nutrientes o el pH de los medios, determine el comportamiento
de estas cepas; sin embargo, deberemos realizar otros ensayos para esclarecer
esta observacion. No obstante, consideramos que este retraso en el crecimiento
podria presentar una ventaja para la supervivencia de la levadura in vivo, ya que el
arresto en el ciclo celular comprende una parte de la respuesta a estrés oxidante
(Flattery-O'Brien and Dawes, 1998; Fong et al., 2008). Se ha propuesto que de
esta forma la célula puede montar una respuesta antioxidante que depure y repare
los componentes dafados (Perrone et al., 2008).

Ademas, las cepas mutantes hstlA y sumlA, incrementan considerablemente
su resistencia a fluconazol (figura 15), tal vez mediante la induccién de distintos
transportadores del tipo ABC y de la MFS que expulsan activamente el farmaco
hacia el exterior de la célula (tabla 8).

Finalmente, por datos del microarreglo de Ma y cols. (2009) conocemos que en
ausencia de Hstlp, se induce la proteasa YPS3 (4,2 veces) implicada en la
virulencia de C. glabrata (Kaur et al., 2007) y también se sobreexpresan genes
que transportan nutrientes y de precursores del NAD®, importante cofactor para el
que esta levadura es auxotrofa (tabla 9).
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Tabla 9. Transportadores de nutrientes que se inducen en la cepa hst1A.

Gen SE Comentario Referencia
TNR1* 2019 Transportadores de nicotinamida (NAM) y ribosido de
nicotinamida (NR).Precursores necesarios para la sintesis de (Macetal., 2009)
TNR2*  164,6 NAD' por las rutas de salvamento en C. glabrata
Transportador de acido nicotinico (AN), nicotinamida (NAM)
TNAL* 20,8 yribésido de nicotinamida (NR). Precursores necesarios para (Maet al., 2009)
la sintesis de NAD" por las rutas de salvamento en C. glabrata.
Transportador tipo MFS de alta afinidad por glucosa.
HXT2 10,9 Seinduce en respuesta a bajos niveles de glucosa. (Oziggse; al,
Controlado por los detectores de glucosa: Rgt2p/Snf3p.
Exporta aminoacidos (aa) neutros desde la vacuola.
AVT4 6,6  Relacionado a transportadores de GABA-glicina. Klonets 3007)
Involucrado en el reciclaje de aminoacidos por autofagia.
Transportador tipo MFS de moderada afinidad por glucosa.
HXT5 65 Inducible en presencia d,e fl_Jentes de c_arpono no-fermentables (Verwaal et al.,
' y por un descenso en el indice de crecimiento. 2004)
Responde a condiciones de estrés y a cambio post-diauxico
PUT4 6,4  Permeasa de alta afinidad por Pro. (Vandiggg; el
Permeasa de aa, baja afinidad con amplio espectro de sustratos.  (gorsherg et al.,
AGP1 4,7  Involucrada en la captura de Asn, GIn y otros aa. 2001; Schreve et
Regulada por el complejo detector SPS. (Ssy1p-Ptr3p-Ssy5p) al., 1998)
MCH5: 4.2 Transpc_)rtador de riboflavina (Vi_t. B,), regulado por Put3p. (Spitzner et al.,
’ Requerido para procesos dependientes de FAD. 2008)
Transportador tipo MFS de baja afinidad por glucosa. .
HXT1? 3.4 Se induce por Hxk2p en presencia de glucosa. (Petitetal., 2000)
THI7 3,2  Transportador tipo MFS para la captura de tiamina (Vit. B,). (Singleton, 1997)
FUR4 29 Permeasa de uracilo finamente regulada. (Hein et al., 1995)
AGP?2 527 Pen_neasa de alta gf_inidad ppor poliamina_s y de baja por aa. (Schreve and
' Activada en condiciones limitantes de nitrégeno. Garrett, 2004)
DIP5 27 Perme_asa de aa dicarboxilicos (Asp, Glu). (Regenberg et al.,
' Tambien transporta GIn, Asn, Ser, Ala, y Gly. 1998)
BAP1 2,6  Permeasa de aa que transporta Val, Cys e lle. (D“;'Ir_"gl'go;f,‘;” e
Receptor de glucosa de membrana plasmatica. _
RGT2 2,5 Junto a Snf3p detectan los niveles de glucosa y modulan la Jo(thgtg?]’?gg&)
actividad de transportadores HXT.

1Genes inducidos durante limitacion de niacina en C. glabrata (Ma et al., 2009)

En su conjunto, parece que algunos genes regulados negativamente por

CgHstlp podrian ser favorables para la supervivencia del patogeno ante el estrés

oxidante del estallido respiratorio en el fagosoma, durante la limitacion de

nutrientes y la exposicion a fungistaticos. En las tablas 6, 8 y 9, hemos enlistado

genes que ademas de inducirse en ausencia de HST1, también se sobreexpresan

en condiciones de limitacibn de niacina y cuando C. glabrata es fagocitada.
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Consideramos probable la existencia de una o varias sefales que conlleven hacia
la desactivacion de esta sirtuina y promuevan de esta forma, la entrada a un
estado celular protector, preparado para soportar distintas condiciones de estrés,
pero ¢,qué sefiales podrian desactivar a Hst1p?

Dentro del motivo conservado que coordina el atomo de zinc en las sirtuinas,
existe una secuencia CPYC (figura 9), que comparten con el sitio activo de las
glutarredoxinas (Grx1p y Grx2p) (Foloppe and Nilsson, 2004; Sauve et al., 2006).
Se ha documentado que en proteinas con iones de zinc coordinados por cisteinas,
el zinc actia como un acido de Lewis que desciende el pK, de los tioles y modifica
su reactividad. En consecuencia, la oxidacion de las cisteinas conlleva a la
liberacion del atomo de zinc y a la pérdida de la actividad de la proteina
(D'Autreaux and Toledano, 2007). Una posibilidad es que en respuesta a estrés
oxidante, Hstlp y otras sirtuinas, detecten alteraciones oxidoreductoras a través
de la oxidacion directa o indirecta del motivo CPYC, que comprometan su
actividad desacetilasa cuando los niveles de perdxido de hidrégeno se eleven en
el interior de la célula.

Otra alternativa es que la inactivacion de Hstlp se derive de la disminucion de
los niveles intracelulares del cofactor NAD", indispensable para la actividad de
todas las sirtuinas (Sauve et al.,, 2006). Tanto en S. cerevisiae como en C.
glabrata, Hstlp es la sirtuina que posee menor afinidad por NAD" y por lo tanto, es
la mas susceptible a perder su actividad cuando la concentracion del cofactor
desciende (Bedalov et al., 2003; Ma et al., 2009). Se ha propuesto que la estrecha
relacion con el hospedero, ha despojado a C. glabrata de los genes necesarios
para la biosintesis del NAD" a partir del triptéfano (Domergue et al., 2005),
guedando sélo la ruta de salvamento que sintetiza el cofactor a partir de niacina
(NA, NAM y NR) (Ma et al., 2007). La baja concentracion de los niveles de NAD",
resultante de la limitacibn ambiental de niacina, causa la desrepresion de genes
de adhesinas EPA controlados por la desacetilasa Sir2p (Domergue et al., 2005).

Aungue también se ha sugerido que los niveles del NAD®, ademéas de
depender de la disponibilidad ambiental, también se modifican durante el estrés
oxidante. En bacterias la NAD" cinasa (Nadk) convierte el NAD" a NADP" y
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confiere dos efectos utiles, disminuye la poza del NADH téxico e incrementa la
concentracion del NADPH protector (Grose et al., 2006). Congruente con esta
observacion, el ortdlogo de Nadk en S. cerevisiae corresponde a POS5 y es
requerido para responder frente a estrés oxidante (Strand et al., 2003). Resulta
interesante que C. glabrata también cuenta con un ortdlogo a POS5
(CAGL0G02893) y que se induce 2,1 veces en ausencia de HST1 (Ma et al.,
2009).

En la figura 28 se esquematiza un modelo en el que proponemos gque la
inactivacion de las sirtuinas podria ser benéfico para las células. Una sefial
ambiental de estrés oxidante o limitacion de niacina, inactiva las sirtuinas (Hstlp y
Sir2p), y resulta en la pérdida transitoria del silenciamiento puntual y regional. Bajo
esta condicidén, la cromatina permanece permisiva para que otros factores
transcripcionales induzcan sus genes blanco y promuevan la proteccion celular.
Sin el control negativo de Hstlp, se desreprimen genes que protegen frente al
estrés oxidante y los azoles, a la par que permiten una mayor captaciéon de
nutrientes. Por su parte, la inactivacion de Sir2p, permite la transcripcion de
adhesinas subteloméricas, Utiles en la colonizacién de los tejidos del hospedero.
Sin embargo, es posible que esta respuesta sea temporal, ya que la inactivacion
permanente de Sir2p compromete el ciclo de vida replicativo de la células hijas por
el aumento de la recombinacion del ADN ribosémico y la acumulacién de circulos
extracromosomicos de ADN ribosomal (ERCs) (Steinkraus et al., 2008). Ademas el
NAD" y sus equivalentes reducidos y fosforilados son indispensables para varios
procesos celulares. Afortunadamente, cuando Hstlp se inactiva, también se
inducen genes implicados en la captacion de precursores de NAD™, que restituyen
los niveles de este cofactor en condiciones limitantes (Ma et al., 2007). La
restauracion de los niveles de NAD", activa a Sir2p para silenciar nuevamente el
ADNr y controlar la producciéon de ERCs, al mismo tiempo que podria proveer del

sustrato a Pos5p para combatir el estrés oxidante.
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Fluconazol }[Niacina] P Estrés oxidante

[INAD*] [H,0,]
SIRTUINAS
Genes REO
Transporte niacina Adhesinas
TABC y TMFS [ERCs]
Tranporte nutrientes (Sir2p)

(Hstlp)

Figura 28. Modelo de la induccion de un estado protector celular mediante la remocion
temporal del control negativo de las sirtuinas. En condiciones fisioldgicas, las sirtuinas utilizan
el NAD" para el silenciamiento de los genes que regulan. Los niveles intracelulares de NAD,
descienden cuando existen bajos niveles de niacina exdgena o como consecuencia del estrés
oxidante. La falta de NAD" o tal vez la oxidacion directa de las desacetilasas a través del dominio
CPYC, inactiva las sirtuinas y causa la desrepresién de genes controlados negativamente por
Hstlp y Sir2p. Como resultado, se inducen genes antioxidantes que combaten el exceso de ERO,
transportadores de nutrientes (hexosas y aminoacidos), adhesinas y bombas del tipo ABC y MFS
que protegen contra el fluconazol. Sin embargo, la ausencia de actividad de Sir2p también
promueve la formacién de ERCs dafinos. Para contrarrestar este efecto deletéreo, la célula
restaura la actividad de las sirtuinas a través del transporte de precursores del NAD", cuyos genes
se inducen en ausencia del control negativo de Hstlp.

En este trabajo demostramos que la desacetilasa de histonas Hstlp y el factor
transcripcional Sumlp, actian como reguladores negativos de la resistencia a
fluconazol y de la respuesta a estrés oxidante. Ademas desarrollamos
herramientas moleculares que nos permitiran marcar éstas proteinas con distintos
epitopos y responder preguntas con respecto a los mecanismos que subyacen en
dicha regulacion. Hemos propuesto que Hstlp funciona como un regulador central,
importante en la patogenia de C. glabrata, aunque otros experimentos deberan

realizarse para evaluar la validez de las suposiciones de este modelo.
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5. CONCLUSIONES

La desacetilasa de histonas Hstlp de C. glabrata es altamente similar (74%) a
su ortélogo en S. cerevisiae, pero controla negativamente un grupo de genes
distinto. En contraste, el represor Sumlp que recluta a Hstlp para el
silenciamiento especifico de promotor sOlo se parece un 23% entre ambas
especies. Es probable que los cambios que ha experimentado CgSumlp le
permiten controlar un grupo de genes distinto al que regula el gen ortélogo en S.
cerevisiae, probablemente a través del reconocimiento de una secuencia diferente
al MSE.

En ausencia de Hstlp o Sumlp, se induce una moderada respuesta
antioxidante durante el crecimiento replicativo de C. glabrata. El aumento en la
resistencia y adaptacion a peréxido de hidrégeno, es conferido por la catalasa ya
que la pérdida concomitante de la metaloenzima conlleva a hipersensibilidad hacia

el agente oxidante.

La desrepresion génica causada por la falta del factor transcripcional Sumlp o
la desacetilasa Hstlp, también incrementa la resistencia a fluconazol en fase
estacionaria. EI mecanismo probablemente implique la transcripcibn de genes

codificantes para transportadores proteicos que expulsan activamente el farmaco.

Inexplicablemente, las cepas mutantes hstlA y sumlA extienden su tiempo de
duplicacién en medio rico, pero restablecen su velocidad de crecimiento en medio
casaminoacidos. Es menester identificar los componentes o condiciones que
suprimen el fenotipo, para esclarecer el mecanismo que origina este drastico

cambio.

En C. glabrata, Sir2p no es capaz de silenciar los genes controlados por Hstlp,

ya que en su ausencia no suprime los fenotipos de una cepa hst1A.

En relacion a los genes que regulan las sirtuinas, es posible que la inhibicion
del silenciamiento en C. glabrata, le confiera una ventaja en la supervivencia y

colonizacion del hospedero.
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6. PERSPECTIVAS

Los microarreglos de Ma y cols. (2009) sugieren la induccidon de numerosos
genes en ausencia de la Hstlp. Por medio de RT-PCR, analizaremos los niveles
de transcrito de algunos genes participes en la respuesta a estrés y a fluconazol
en las cepas hstlA y sumlA, para respaldar los fenotipos observados en este

estudio.

Con base en el antecedente de que las cepas hstlA y sumlA comparten los
mismos fenotipos, predecimos que una cepa rfmlA se comportara idéntica a éstas
mutantes, es decir sera resistente a peroxido de hidrogeno y fluconazol Para
demostrarlo, obtendremos una cepa mutante por reemplazo de RFM1

(CAGLOL11022) y realizaremos los ensayos de sensibilidad.

En particular, nos interesa demostrar la existencia del complejo Hstlp-Rfm1p-
Sumlp (HRS) en C. glabrata y comprobar por ChIP, su asociacion con los genes
gue se inducen en ausencia de la sirtuina. Con este propésito, hemos desarrollado
vectores con epitopos distintos que nos permiten fusionar cualquier proteina de C.
glabrata. Hasta el momento contamos con una cepa que tiene HST1 marcado con
c-Mycl3 y hemos disefiado oligonucléotidos para fusionar a SUM1 con otro
epitopo (HA o FLAG). Con estas herramientas pretendemos inmunoprecipitar las
proteinas y comprobar la existencia del complejo HRS usando anticuerpos
monoclonales dirigidos contra los epitopos, permitiendo también copurificar otras
proteinas asociadas. Las proteinas marcadas también nos permitiran realizar
ensayos ChIP para detectar enriquecimientos del complejo en los genes

controlados negativamente por Hstlp.

Proponemos que Hstlp de C. glabrata silencia distintos genes a los que
reprime su ortélogo en S. cerevisiae, probablemente debido a que el factor
transcripcional Sumlp es sustancialmente entre estas levaduras. Para evaluar
esta suposicion, estudiaremos el comportamiento fenotipico de una cepa mutante

nula de C. glabrata en este represor (sum1lA) cuando porta el factor Sumlp de S.
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cerevisiae. Si la prediccion es cierta, entonces el represor Sumlp de S. cerevisiae

sera incapaz de complementar a la cepa mutante.

Como parte de los experimentos que evaluardn al modelo propuesto,
analizaremos en una cepa silvestre los niveles de transcrito de genes regulados
por sirtuinas, cuando es expuesta a una baja concentracion de niacina o estrés
oxidante. Esperamos que en éstas condiciones se induzcan genes de respuesta a

estrés, permeasas y bombas tipo ABC o MFS.

Por otra parte, mediante ensayos de sensibilidad in vitro, podremos determinar
si una exposicion previa a condiciones limitantes de niacina confiere resistencia a
fluconazol y estrés oxidante. Como control podremos tratar a las células con un
inhibidor especifico de las sirtuinas, la “splitomicina” (Bedalov et al., 2001) y
comparar su REO y sensibilidad a fluconazol. También hemos propuesto que
posiblemente un estimulo oxidante disminuya la concentracion intracelular de
NAD" e inactive a las sirtuinas. Una forma de evaluar esta suposicion implica tratar
a la cepa silvestre con una dosis subletal de perdxido de hidrogeno y después
determinar su sensibilidad a perdxido. La prediccion es que las células serdn mas

resistentes que sin exposicion previa al estimulo oxidante.

Ademas hemos disefiado oligonucledtidos para mutar el dominio CPYC de
HST1 y reemplazar las cisteinas 344 y 347 por alaninas, permitiendo al mismo
tiempo su marcacion con GFP. De esta forma, por microscopia fluorescente se
comparara la ubicacion de esta version mutante de Hstlp, con la proteina
quimérica silvestre generada en este trabajo y podremos determinar si existe
diferencia en la localizacion intracelular de Hstlp cuando carece de su actividad
desacetilasa en condiciones normales o bajo diferentes estimulos (limitacién de

niacina, estrés oxidante o exposicion a fluconazol).

Finalmente, hemos propuesto que las sirtuinas pueden ser susceptibles a
oxidacion a través del motivo CPYC. La deteccion del estado oxidoreductor de una
proteina, se puede realizar mediante el cambio de movilidad electroforética en

geles de poliacrilamida desnaturalizantes (SDS-PAGE). Una proteina en estado
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reducido contiene cisteinas libres y cuando se oxida, los grupos tioles de estos
aminoécidos forman puentes disulfuro. El estado reducido de una proteina se
detecta mediante el uso de una sonda alquilante que soélo reaccionan con los
grupos tioles libres, el AMS (Acido 4-Acetamido-4'-isotiocianatostilbeno-2,2'-
disulfénico). EI numero de cisteinas libres serd directamente proporcional a la
alquilacion de la proteina y al incremento de su peso molecular. En cambio,
cuando la proteina se oxida, carece de grupos tioles que reaccionen con el AMS y
su peso molecular no se modifica. Entonces en un gel de SDS-PAGE, la forma
reducida se caracteriza por una menor migracion electroforética que su
equivalente en forma oxidada. Con este principio, el primer paso seria purificar a
Hstlp::c-Myc13, reducir por completo todos sus posibles enlaces disulfuro con
ditiotreitol (DTT) y con AMS determinar su movilidad electroforética. Después, la
proteina purificada se trata con un sistema oxidante adecuado y se evalla la
existencia de cambios oxidoreductores mediante alquilacion con la sonda y por
SDS-PAGE. En caso de que Hstlp se oxidara en el motivo CPYC o en otra region,
existira un cambio de movilidad electroforética. El control apropiado seré la version
de Hstlp que carece de las cisteinas 344 y 347, ya que al contener alaninas que
no reaccionan con el AMS, emula el estado de oxidacion que probablemente se
genera cuando Hstlp se oxida. En caso de ser cierta la suposicién de que Hstlp
se oxida en el dominio CPYC, se generard un desplazamiento electroforético

comparable a la versibn mutante sin cisteinas.
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8. ANEXOS

{ 3a

Figura S1. La ausencia de HST1 aparentemente incrementa la respuesta antioxidante en fase
estacionaria. La cepa silvestre (BG14) y las mutantes hst1A (CGM84), ctalA (CGM295) y la doble
mutante hstlActalA (CGM323) se crecieron por 48 horas hasta ODgy,m=30. Las células se
diluyeron con medio usado a una ODgy,m=0,5 Yy fueron expuestas a diferentes concentraciones de
peréxido de hidrégeno (500, 800, 100 y 1500 mM). Después de tres horas, se tomaron cantidades
equivalentes de ODgyonm=0,5 y se gotearon diluciones seriadas en medio YPD. Tal como en fase
exponencial, la catalasa es imprescindible para la resistencia en fase estacionaria de la cepa
silvestre y de la mutante hstlA. Sin embargo, al parecer la ausencia conjunta de Hstlp y Ctalp,
incrementa la sensibilidad a peréxido de hidrégeno.
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Figura S2. Electroferogramas de las fusiones traducciones de HST1.:GFP (p0OZzZ30) y
HST1::c-Myc13 (pOZ32). En azul se muestran los ultimos aminoacidos del marco de lectura de
HST1. En rojo se presenta el espaciador (KIL), en verde GFP y en marron c-Mycl13. En ambos
casos HST1 se encontr6 en fase con el comienzo de los epitopos.
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GFP =5440bp
c-Mycl3 =5279bp
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GFP =2163bp GFP/c-Myc13 =1420bp
c-Myc13 =2001bp

3" HST1::GFP TR
1420bp Across
5440bp

5'HST1::c-Myc13 3'HST1:c-Myc13 | HST1:c-Mycl3
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Figura S3. Diagnoéstico por PCR de los reemplazos génicos de HST1 con las fusiones
traduccionales. Para verificar que la recombinacion con los insertos derivados de pOZ30 y pOZ32
ocurrié en el locus correcto, se extrajo el ADN de colonias resistentes a higromicina y se usé como
molde en tres reacciones diagnoésticas de PCR. Los oligonuclettidos #502 y #15 se emplearon
para amplificar el extremo 5’ y la pareja #16 con #88 para el extremo 3’. Con los oligonucleétidos
de los extremos (#502 y #88) se comprobd que todo el inserto se encuentra en el locus.






