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INTRODUCCION

I.1. GENERALIDADES Y TAXONOMIA DE Candida albicans.

La levadura Candida albicans se define como un hongo imperfecto, que por
carecer de ciclo sexual definido fue agrupado inicialmente en la clase Deuteromycetes.
La similitud en la secuencia de sus acidos nucleicos, asi como una evidente semejanza
fisioldgica y fenotipica con los hongos pertenecientes a la clase Ascomycetes, ha
permitido su posterior incorporacion a este grupo. Su definicion taxonémica comprende
células vegetativas con gemacion multilateral, carentes de reproduccién sexual y por

tanto, diploides permanentes.

C. albicans ha recibido diferentes nombres, desde que Robin la denomind en
1853 Oidum albicans, esta especie estuvo incluida en 100 sin6nimos y pasada a través
de 18 géneros. De estos géneros, solo dos han prevalecido por largo tiempo para
referirse a esta especie: el género Monilia, en el cual estaba incluida la especie Monilia
candida (Plaut, 1885), luego Monilia albicans (Zopt, 1890) que domind la literatura
hasta el trabajo de C.M. Berkhout, quien en 1923 propuso el género Candida y la
especie C. albicans, que fue aceptada por el 3 Congreso Internacional de
Microbiologia en Nueva York en 1939. Desde entonces se pasaron al género Candida

todas aquellas levaduras que no encajaban en el género Monilia (Pardi y Cardozo, 2002).

La clasificacion taxondémica de C. albicans puede observarse en la tabla I.1.

Reino Fungi

Phylum Ascomycota
Subphylum Ascomycotina

Clase Ascomycetes

Orden Saccharomycetales
Familia Saccharomycetaceae
Género Candida

Especie albicans

Tabla 1.1. Clasificacion taxonémica de Candida albicans.

En la actualidad, y gracias a la secuenciacion del genoma de C. albicans, se ha
demostrado que muchos de los genes implicados en el ciclo sexual de Saccharomyces

cerevisiae se encuentran en C. albicans (Hull et al., 1999; Magee et al., 2002).

De hecho, parece poseer homoélogos de todos los elementos que conforman la

ruta de respuesta a feromonas, involucrados en el apareamiento de S. cerevisiae, aungue
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no posee genes homologos para todos los genes implicados en la meiosis
(Tzung et al., 2001).

El género Candida comprende aproximadamente 154 especies, entre ellas
C. dubliniensis, C. glabrata, C. guillermondi, C. kefyr, C. krusei, C. lusitaniae,
C. milleri, C. oleophila, C. parapsilopsis, C. tropicalis, C. utilis etc... siendo

C. albicans la mas relevante en términos de patogenicidad.

1.2. PATOGENICIDAD DE C. albicans.

C. albicans es una levadura comensal, presente en las mucosas de los seres
humanos y los animales de sangre caliente (Brown et al, 2007;
Greene y Chandler, 2006), siendo habitualmente aislada de la cavidad oral, el tracto
gastrointestinal y urogenital, y su conversion en agente patdgeno depende
principalmente de la alteracion del equilibrio entre la microbiota y el sistema

inmunitario del hospedador.

Las infecciones producidas por C. albicans reciben el nombre de candidiasis. La
candidiasis es una infeccion comun en la piel, eso6fago, cavidad oral, tracto
gastrointestinal, sistema vascular y vagina. La mayoria de estas infecciones tienen lugar
en pacientes inmunocomprometidos o en estados de debilidad: post-operatorio, estrés,
personas sometidas a tratamientos prolongados con antibidticos de amplio espectro,
corticoides, quimioterapia, SIDA y diabetes entre otros. Como consecuencia de esta
debilidad del hospedador, el microorganismo infecta distintos tejidos mediante la

expresion de numerosos factores de virulencia que contribuyen en la patogénesis.

En respuesta a su necesidad de union a diferentes superficies, las células
fangicas son capaces de formar estructuras tridimensionales irreversibles compuestas
por células (tanto en forma levaduriforme como micelial) englobadas en matrices
exopoliméricas denominadas biopeliculas (Kumamoto, 2002; Douglas, 2003). La
composicion, morfologia y contenido de la matriz estan influenciados por las
condiciones en que se formen. La formacion de biopeliculas supone un serio problema
de salud puablica debido al incremento de resistencias a diferentes antibioticos
(Kumamoto, 2002).
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Una revision epidemiologica de micosis invasivas realizada en norte América
por el departamento de Patologia y Medicina de la Universidad de lowa, demostré que
el nimero de casos anuales de sepsis causadas por hongos aument6 un 207% entre 1979
y 2003 (Martin et al., 2003). Los agentes que con mas frecuencia causan micosis
oportunistas son Candida spp, Cryptococcus neoformans, Pneumocystis jirovecii y
Aspergillus fumigatus, entre otros (Tabla 1.2) (Fishman et al., 2008; Pfaller et al., 2006;
Pfaller et al., 2004; Procop et al., 2004; Tellez et al., 2008; Zilberberg et al., 2008). De
hecho, la incidencia anual estimada de casos de micosis invasivas debido a estos
patdgenos varia de 72 a 290 infecciones por millon de poblacion por Candida spp, 30 a
66 infecciones por millon por C. neoformans y de 12 a 34 infecciones por millon de
poblacion por Aspergillus spp. (Hajjeh et al., 2004; Pfaller et al., 2007); Rees et al.,
1998; Wilson et al., 2002; Zaoutis et al., 2005; Zilberberg et al., 2008).

MG | HEM. | Tcm | wviH | uciN | TORG. | oncoLoG. | CIRUG.
Patdgeno % INFECCIONES EN SERVICIOS CLINICOS.
Candida spp. 81,7 42,6 31,6 32,7 96,3 57,2 89,2 91,2
Aspergillus spp 8,3 33,8 50,7 49 19 26 4,9 3,4
Cryptococcus spp 4 2,1 0 48,7 0 6,4 1,6 1
Otras levaduras™ 1,2 3,3 2,7 34 0 6,4 1,6 1
Zygomycetes 11 5,2 6,4 11 19 1,7 0 0,6

Tabla 1.2. Distribucion porcentual de invasiones fangicas segin el servicio clinico y/o las
condiciones del paciente. Datos recopilados de Horn et al, 2007; Horn et al, 2009 y
Neofytos et al., 2009. M.G, medicina general; HEM, hematologia; T.C.M., transplante de células madre;
VIH virus de inmunodeficiencia humana; U.C.1.N., unidad de cuidados intensivos de neonatos; T.ORG.,
transplante de drganos; ONCOLOG., servicio de oncologia; CIRUG., servicio de cirugia (no
transplantados). *Otras levaduras incluye 6 casos de Malassezia spp., 26 de Pneumocystis spp, 12 de

Rhodotorula spp, 21 de Saccharomyces spp, y 6 de Trichosporon spp.

Aunque el rango de patdgenos para provocar infecciones fungicas invasivas es
muy diverso, la mayoria de estas infecciones son debidas a Candida spp.
(Perlroth et al., 2007). La fuente principal de infeccion por Candida spp. en micosis
superficiales y profundas es el paciente.

En el caso de la infeccion enddgena, la microbiota del hospedador aprovecha la
“oportunidad” de inmunodepresion para causar infeccion (Pfaller, 1996). En la
transmision exdgena existen maltiples vehiculos que pueden introducir Candida spp. en
el hospedador tales como soluciones de irrigacion contaminadas, fluidos de nutricion

parenteral, valvulas cardiacas, e incluso las manos del servicio de asistencia sanitaria
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pueden llegar a ser un reservorio de  transmision  nosocomial.
(Pappas, 2006; Asmundsdottir et al., 2008; Blis et al., 2008; Mean et al., 2008).

Mas de 100 especies diferentes de Candida han sido descritas pero solo unas
pocas se encuentran implicadas en infecciones clinicas. Candida albicans es la especie
mas comunmente aislada de material clinico y generalmente responsable de mas del
90% de infecciones en mucosas y de 40-70% de episodios de candidemia, aunque puede
variar en funcién del servicio clinico donde el paciente se encuentre hospitalizado
(Hachem et al., 2008).

Aproximadamente del 95-97% de todas las infecciones fungicas invasivas
asociadas a Candida spp. son causadas por: C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis,
C. tropicalis y C. krusei; C. glabrata y C. krusei pueden ser consideradas causantes de
infecciones fungicas invasivas debido a su intrinseca y adquirida resistencia a azoles y

otros agentes antifungicos (Hachem et al., 2008).

Horn et al. (2009) llevaron a cabo un estudio con una poblacién formada por
2019 pacientes (nifios y adultos) procedentes de diversos centros sanitarios de
Norte América que habian sido diagnosticados con infeccion fungica invasiva desde el
1 de julio de 2004 hasta el 5 de marzo de 2008. La media de edad de los pacientes
seleccionados era de 53,5 afios (rango de 0 a 96,4 afios) siendo un 53,7% hombres. La
mayoria de los pacientes eran de raza blanca (62,6%) seguida de raza negra (21,7%).

El diagndstico de candidemia fue basado en el cultivo de muestras sanguineas y
en la aparicion de signos y sintomas clinicos relevantes. De hecho, el 43% de los
pacientes habia recibido terapia antifungica como profilaxis 30 dias previos al
diagnostico de candidemia. En el estudio, se descartaron todos aquellos pacientes en
cuyos cultivos se identificaron mas de una especie diferente de Candida. De manera que
la distribucion de especies aisladas de Candida se detalla en la figura 1.1, siendo
C. albicans la especie mas comunmente identificada (47%). Las otras especies aisladas
fueron C. glabrata (26%), C. parapsilosis (16%) C. tropicalis (8%) y C. krusei (3%).
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C. tropicalis C. krusei
8% 3%

Figura 1.1. Distribucion de especies del género Candida identificadas en infecciones fungicas

invasivas. Datos de Horn et al., 2009.

1.3. CLASIFICACION DE LAS CANDIDIASIS Y SU
DIAGNOSTICO.

Las infecciones producidas por especies del género Candida se dividen en dos

grandes grupos: superficiales y profundas (Tabla I.3).

Las candidiasis superficiales afectan principalmente a la piel y mucosas oral y
genital, y pueden ser de caracter agudo o cronico. La candidiasis oral se puede presentar
en varias formas clinicas, siendo la mas comdn la pseudomembranosa 0 muguet, que
afecta a la mucosa de boca y faringe, y suele producirse en recién nacidos y en ancianos
o inmunodeprimidos. La candidiasis genital ocurre principalmente en las mujeres y se
denomina candidiasis vulvovaginal que representa alrededor del 20% de los casos de
vaginitis y si no se tratan adecuadamente pueden ser recurrentes. También se puede

producir balanitis candidiasica en el varén (Ono y Yasumoto, 2009).

Las candidiasis profundas producen lesiones agudas o cronicas que afectan a
uno o mas o6rganos vitales, y generalmente desembocan en una septicemia,
denominandose entonces candidiasis sistémicas o diseminadas. Se diagnostican
principalmente en pacientes inmunocomprometidos y suelen ser de pronéstico grave. La
mortalidad puede alcanzar el 50%, aunque hay que tener en cuenta que casi siempre
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aparece como complicacion secundaria de una enfermedad grave (por ejemplo

pacientes con VIH), con lo que el indice de mortalidad aumenta (Mc Neil et al., 2001).

CANDIDIASIS SUPERFICIALES CANDIDIASIS PROFUNDAS
* Candidiasis cutdneas * Candidiasis localizadas
-Intértrigo -Peritonitis
-Foliculitis -Esofagitis
-Pielitis
* Candidiasis en mucosas
-Orofaringeas + Candidiasis sistémicas
-Vulvovaginal -Endocarditis
-Esofagica -Sindrome abuso de drogas
-Tracto urinario -Hepatoesplénica
-Asociada a nutricion parenteral
* Candidiasis ungueales -Neonatal
-Onicomicosis
-Paroniquia

* Otras
-Otitis externa
-Queratitis

Tabla 1.3. Clasificacion de las candidiasis.

El diagnostico de las candidiasis superficiales se realiza mediante criterios
clinicos, junto con la observacion al microscopio de muestras de lesiones o cultivos
selectivos. Hay que tener en cuenta que un cultivo positivo demuestra la presencia de

Candida pero no la infeccion.

En las candidiasis sistémicas resulta mas complicado llegar a un diagndstico
seguro. En la actualidad se dispone de una serie de métodos sensibles y especificos, para
el diagndstico, entre ellos se encuentran: utilizacion de anticuerpos especificos para la
identificacion de Candida spp (Marcilla et al., 1999) y técnicas de PCR (reaccién en
cadena de la polimerasa) (Bartie et al., 2001; Chang et al., 2001; Fujita et al., 2001;
Garcia, 2008) disefiadas especialmente para la deteccion de especies de Candida a partir
de aislados clinicos.

1.3.1. Tratamiento de las candidiasis.

Las candidiasis superficiales son controladas mediante los antifingicos actuales,
aunque el nivel de recurrencias es muy elevado. En cambio, el tratamiento de las
candidiasis sistémicas presenta mayores complicaciones, dado que los antifungicos
disponibles son muy toxicos y su aplicacion terapéutica requiere de grandes dosis,
pudiendo desencadenar una depresion en la funcion hematopoyética medular que agrava
los estados de inmunosupresion en la mayoria de los pacientes tratados
(Sobel y Rex, 2001).
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La bdsqueda de nuevos antifungicos se ha centrado en la actuacion de éstos

sobre dianas presentes en los hongos y ausentes en células de mamiferos. Una de estas

diferencias es la presencia de ergosterol en la membrana plasmatica de las células

fangicas, en lugar de colesterol presente en las células animales.

Actualmente, los principales agentes antifingicos empleados en el tratamiento

de las candidiasis se agrupan en tres grupos terapéuticos: antibidticos macrélidos

poliénicos, azoles y equinocandinas (Tabla 1.4).

Los antibioticos macrolidos poliénicos son moléculas circulares que consisten en
una region hidrofoba y otra hidréfila lo que facilita que sean moléculas anféteras.
Farmacos tales como anfotericina B y similares actGan sobre el ergosterol,
formando poros hidrofilicos en la membrana plasmatica y teniendo un amplio

espectro de accidn, pero causan toxicidad en las células de mamiferos.

Los azoles inhiben la citocromo P450 14a-desmetilasa que convierte el
lanosterol en ergosterol, el cual es un componente de la membrana celular. Entre
los azoles, el fluconazol ha demostrado tener una gran eficacia en el tratamiento
de la candidiasis en pacientes neutropénicos, y debido al uso de este antifingico
en profilaxis se ha disminuido considerablemente la incidencia de candidiasis
invasivas. Ademas, el fluconazol tiene a favor su bajo coste, baja toxicidad y su
biodisponibilidad via oral e intravenosa, pero tiene reducida su actividad en C.
glabrata (Fortun, 2011). Sin embargo, voriconazol aporta pocos beneficios
respecto al uso de fluconazol en candidiasis invasivas, dado que comparte
resistencia cruzada con éste en cepas de C. glabrata, se asocia con mayor
nimero de interacciones farmacoldgicas y presenta diferencias individuales
farmacocinéticas que hacen recomendable la monitorizacion de concentraciones
(Hope et al., 2008).

Las equinocandinas son metabolitos secundarios de ciertos hongos que consisten
en un hexapéptido ciclico con una cadena lipidica responsable de la actividad
antifungica. Las equinocandinas se unen a la enzima Fksl localizada en la
membrana plasmatica que participa en la sintesis de p-1,3-glucano (componente
de la pared celular). Asi es como anidulafungina, una nueva equinocandina, ha

demostrado ser eficaz en el tratamiento de la candidiasis invasiva, con una
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efectividad similar a fluconazol. Son caras, pero comparadas con los azoles
presentan menos interacciones, menor numero de efectos secundarios y son muy

activas frente a cepas resistentes a azoles.

Ademés de los tres grupos terapéuticos principales citados anteriormente,
existen otros farmacos antifingicos que interfieren en el ensamblaje de los microtdbulos,
en la sintesis de proteinas o en la actividad de la quitina sintetasa, tal como se detalla en
la tabla 1.4.

ANTIFUNGICOS DIANA MECANISMO DE ACCION
FTalEIrEes Formacion de poros hidrofilicos
Macrolidos poliénicos Ergosterol en la membrgna lasmatica
(nistatina, anfotericina B) P '
Azoles L -
(ketoconazol, fluconazol, Citocromo P450 Alteracion dcilljlgfrmeabllldad
itraconazol, voriconazol) '
Equinocandinas Inhibicidn de la sintesis del
(anidulafungina) B-glucano sintasa -1,3-glucano en la pared
Pneumocandinas celular.
Nikomicinas y Polioxinas Quitina sintetasa Alteracion de la pared celular.
Sordarinas Factor de elongacion Inhiben la sintesis proteica.
. . L Interfieren en el ensamblaje de
Griseofulvina Microtubulos los microtdbulos.
Flucitosina ARN Inhibicion de la sintesis proteica.
. . Inhiben el transporte Na*K " en la
Ciclopiroxolamina Transmembrana ATPasa membrana.
Fenilmorfolinas Ergosterol LI LA L O
: ! 9 reductasa y D7-D8 isomerasa.
Alilaminas Ergosterol Inhiben la escualeno epoxidasa.

Tabla 1.4. Principales drogas antifingicas.
1.3.1.1. Tratamiento combinado.

La disponibilidad de nuevos antiflngicos, con distintos mecanismos de accién y
buena tolerancia clinica han ampliado las posibilidades para el uso de tratamiento
antifangico combinado en las micosis oportunistas mas graves. Aunque no hay ensayos
de combinacidn en infecciones por Candida spp. en pacientes criticos, la alta mortalidad
de estos episodios podria justificar su uso, si bien siguiendo las ultimas guias espafiolas,
se deberia reservar el uso combinado en casos de mala evolucion, con candidemia
persistente después de la retirada del catéter venoso central, especialmente si el paciente
es neutropénico. Por tanto, es necesario desarrollar nuevos ensayos clinicos que

corroboren este posible beneficio (Zaragoza y Peméan, 2012).
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1.3.1.2. Vacunas.

A lo largo de los afios ha habido numerosos intentos de desarrollar vacunas tanto
para infecciones oportunistas como endémicas de los hongos en el hombre y en
animales, y especialmente la mayor parte del trabajo se ha centrado en una vacuna para
infecciones humanas causadas por especies del género Candida. Sin embargo, a pesar
de las extensas investigaciones de estas vacunas, ninguna ha sido aprobada por los
EE.UU. Food and Drug Administration (FDA), ya sea para la inmunizacién activa o

bien para la inmunidad pasiva en seres humanos (Edwards, 2012).

En general, mientras que el diagndstico y tratamiento de las candidiasis
superficiales no suponen un problema sanitario destacable, no sucede lo mismo con las
candidiasis sistémicas invasivas. A pesar del actual arsenal terapéutico de drogas
antifungicas, la mortalidad sigue siendo inaceptablemente elevada (Leroy et al., 2009).
En consecuencia, es imprescindible adoptar medidas profilacticas y estrategias
terapéuticas para combatir la creciente incidencia de las candidiasis con riesgo vital para

el paciente, asi como el elevado nimero de fallos terapéuticos.

Puesto que la candidiasis sistémica es la cuarta infeccion hematoldgica mas
comun en pacientes hospitalizados, la vacunacion podria ser una estrategia muy
adecuada para la prevencion de las infecciones fungicas invasivas, estrategia cuya
tecnologia se encuentra en desarrollo activo (Deepe, 1997; Perruccio et al., 2004,
Feldmesser, 2005; Cutler et al., 2007; Cassone, 2008; Ito et al., 2009; Fidel y Cutler,
2011; Spellberg, 2011).

1.4. FACTORES DE VIRULENCIA.

C. albicans posee una serie de factores intrinsecos cuya misién es facilitar y
promover la infeccion de los tejidos del hospedador. Al conjunto de esos factores se les
denomina factores de virulencia (Calderone y Fonzi, 2001).

La capacidad patdgena del genero Candida depende principalmente del estado
inmunoldgico del hospedador. Sin embargo, algunas caracteristicas del hongo hacen de
él un patégeno potencial y son las responsables de que se comporte como tal en

determinadas circunstancias.
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En primer lugar para el desarrollo de un proceso infeccioso es necesario el
reconocimiento y posterior unién del parasito a las células del hospedador, ademas de la
produccion, por parte de C. albicans, de una serie de enzimas degradativas que
favorecen la infeccion. Por otro lado, la invasion de los tejidos se facilita por la
transicion levadura-micelio (morfogénesis). Finalmente, la variabilidad fenotipica
contribuye en gran medida a la plasticidad del microrganismo y a la posibilidad de
evadir los mecanismos de defensa del hospedador.

Los factores de virulencia méas caracteristicos del género Candida se pueden
englobar en cuatro grandes grupos: (i) factores de adhesion o adhesinas, (ii) enzimas
degradativas (proteinasas asparticas secretadas (SAP) vy fosfolipasas (PL)),

(iif) morfogénesis y (iv) “switching” o cambio fenotipico.
1.4.1. Adhesinas.

La primera etapa de la colonizacion se basa en la adhesion de los microrganismos a
la superficie de células hospedadoras, y es un factor crucial para que la infeccién se
desarrolle con éxito. Las proteinas fangicas implicadas en este proceso se denominan
adhesinas (Chaffin et al., 1998) y reconocen componentes especificos de las células del

hospedador (ligandos o receptores) de distinta naturaleza:

e Carbohidratos, (polisacaridos, glicoproteinas y residuos de fructosa que

aparecen en todos los grupos sanguineos del sistema ABO).

e Proteinas (colageno tipo I y IV, fibronectina, laminina, fibrindgeno, entactina y
componentes del sistema del complemento C3b).
La fibronectina es una proteina dimérica que circula en forma soluble en el
plasma y se encuentra en abundancia en tejido conectivo y membrana basal. Se
han identificado numerosos receptores en C. albicans para esta proteina, que
parecen estar relacionados con integrinas de mamifero. La laminina es una
glicoproteina multifuncional de elevado peso molecular, capaz de unirse a una
gran cantidad de los componentes de la matriz extracelular como colageno tipo
IV, heparina, proteoglicano y entactina, lo cual le confiere un importante

papel en la arquitectura de la membrana basal. Interviene, ademas,

10
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en adhesion y diseminacion celular, desarrollo de neuronas, morfogénesis y

movilidad celular.

e Lipidos.
1.4.1.1. Adhesinas en C. albicans.

1.4.1.1.1. Als (agglutinin-like sequence).

En C. albicans han sido clonados varios genes que codifican posibles adhesinas.
El hecho de que células de Saccharomyces cerevisiae se adhieran a una variedad de
superficies significativamente menor que C. albicans ha motivado la realizacion de
estudios conducentes a la identificacion de ocho miembros de una familia de genes

relacionados.

Los genes de la familia ALS de C. albicans (“agglutinin-like sequence”)
codifican glicoproteinas de superficie celular como Alsl, Als2, Als3, Als4, Als5, Als6,
Als7 y Als9, implicadas en la adhesion del microrganismo a las células del hospedador,
y estan relacionados con genes de aglutininas en S. cerevisiae que median interacciones
célula-célula durante el apareamiento (“mating”) de células haploides
(Hoyer et al., 2008).

Entre las caracteristicas comunes de las proteinas de la familia Als podemos
destacar la presencia de tres dominios (Figura 1.2). El primero estd altamente
conservado, se encuentra en el extremo N-terminal de la proteina y estd formado por
433-436 aminoacidos. El dominio central es de tamafio variable y posee repeticiones en
tdndem de 36 aminoacidos que pueden variar en numero segin los genes y alelos
permitiendo la clasificacion en tres subgrupos: ALS1, ALS2, ALS3 y ALS4 se encuentran
en el primer subgrupo, ALS5, ALS6 y ALS7 en un segundo subgrupo, mientras que ALS9
no estd en ninguno de esos subgrupos. ElI dominio C-terminal, también de tamafio
variable, presenta una region de la proteina rica en serinas y treoninas. Todas las
proteinas pertenecientes a esta familia poseen caracteristicas tipicas de proteinas de
secrecion como es la existencia de un péptido sefial y un extremo carboxilo terminal
hidrofobico, lo que indica una posible unién a la superficie celular mediante anclaje a

GPI (glicosil fosfatidil inositol).

11
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Dominio 5’ Repeticiones en tandem Dominio 3’

Figura 1.2. Esquema de la estructura de las proteinas de la familia Als (Hoyer., L. 2001).

La expresion de los genes ALS se puede ver afectada por el estado de
crecimiento de la célula asi como por la morfologia. Por ejemplo, Als3 es una
glicoproteina de pared cuya expresion esta regulada por las condiciones ambientales y
aumentada en filamentacion, que media la adhesion a tejidos del hospedador pudiendo
verse implicada en invasion y en adquisicion de hierro (Liu y Filler, 2011). Alsl y Als4
son importantes para la construccion de la pared celular tal como fue descrito por
Castillo et al., 2006 (Tabla 1.5).

Proteina Funcion Referencias

Alsl Adhesidn, colonizacion. Kamai et al., 2002.
Organizacion de la pared celular. Castillo et al., 2006.

Als2 Formafrjién d? biofilm y mic?elio. Zhao et al., 2005.
Adhesion a células endoteliales.

Als3 Formacién d.e, biofilm. Nobile y Mitchell, 2006.

Adhesion.

Als4 Organizacion de la pared celular. Castillo et al., 2006.
Formacidn de micelio y adhesién. Zhao et al., 2005.

Als5 Adhesion. Klotz et al., 2004.

Als6 Adhesion. Hoyer y Hecht, 2000.

Als7 Adhesion. Hoyer y Hecht, 2000.

Als9 Adhesidn. Zhao et al., 2003.

Tabla 1.5. Proteinas Als de Candida albicans.

1.4.1.1.2. Hwpl.

Hwpl es una adhesina expresada en la superficie de la hifa y se une
covalentemente a células del hospedador (Sundstrom et al., 2002). HWP1 codifica una
manoproteina GPI cuya expresion es regulada por factores transcripcionales que
controlan la morfogénesis. Esta manoproteina se encuentra orientada con su dominio
N-terminal hacia la superficie y el extremo C-terminal unido covalentemente al
B-glucano de la pared celular. La secuencia amino terminal de la proteina (rica en

prolina y glutamina) puede servir de sustrato a transglutaminasas (Staab et al., 1999)

12
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con lo que la union del micelio producido por C. albicans a las células del epitelio bucal

seria estable y covalente.

1.4.1.1.3. Intl.

C. albicans se une a diferentes ligandos de la matriz extracelular, tales como

fibrindgeno, laminina y colageno (tipo I y 1V) (Crowe et al., 2003).

Esta actividad se debe a la presencia de proteinas de tipo integrina. C. albicans
expresa una proteina de tipo integrina, Intl que posee un dominio con una homologia
del 18% con la integrina humana a-M que participa en la coordinacion de cationes
divalentes. Ademdas presenta una homologia del 25% con una proteina de

Staphylococcus aureus que se une al fibrindgeno.

1.4.1.1.4. Mntl.

La hidrofobicidad de la pared celular de C. albicans es una propiedad que
depende del nivel de glicosilacién de las proteinas. Diferentes estudios han demostrado
que cambios en los niveles de glicosilacion de las proteinas de pared afectan la

ultraestructura de la superficie celular y el fenotipo de C. albicans.

La proteina Mntl (Thomson et al., 2000) es una proteina de membrana tipo II,
con actividad a-1,2-manosiltransferasa, necesaria para los procesos de

N- y O-glicosilacion en hongos, cuya delecion disminuye la adherencia y la virulencia.

1.4.1.1.5. Eapl.

EAP1 es regulado por el factor transcripcional Efgl, un regulador de la
morfologia celular. Eapl, como las proteinas Als, es una proteina GPI y corresponde a
uno de los genes de floculacién en levaduras (revisado por Verstrepen y Klis, 2006). Un
ensayo de inmunofluorescencia indirecta demostro, utilizando la proteina Eapl marcada
con un epitopo de hemaglutinina, que ésta se encuentra localizada en la superficie
celular (Li et al., 2007).

En cuanto a la adherencia, ésta es dependiente de Efgl, debido a que en la cepa

mutante efgl se habia reducido la adherencia en comparacion con la cepa salvaje y la
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adherencia se restaurd con la expresion de EAP1 bajo el promotor de actina en la cepa
mutante efgl (Li y Palecek, 2003).

1.4.1.1.6. Ywpl.

Ywpl es una manoproteina GPI cuya localizacion es mayor en la superficie
celular de levadura inmediatamente después del final del crecimiento exponencial
(Granger et al., 2005). No se encontr6 ni en hifa ni pseudohifa. La cepa ywpl puede
formar biopeliculas y se adhiere mas a poliestireno y otras superficies, a diferencia de la
cepa parental (Lan et al., 2003). En condiciones que favorecen la formacion de hifas, se

ha visto menor efecto, debido a que Ywpl no se encuentra en la superficie de las hifas.

1.4.1.1.7. Ecm33.

Ecm33 es una manoproteina GPI, cuyo gen codificante es un miembro de una
familia de dos genes que incluyen ECM331 y ECM33. Estos genes se encuentran
implicados en la respiracion mitocondrial y estan clasificados como genes con intrones
(Mitrovich et al., 2007). Se ha demostrado que en células de la cepa ecm33, la
filamentacion se encuentra retrasada en medio YPD con suero y poca formacion de
hifas, aunque éstas llegaron a ser mas grandes que en la cepa parental
(Martinez-Lopez et al., 2006).

1.4.1.1.8. Mp65.

Es una manoproteina de 65 kDa que se encuentra presente tanto en la pared
celular como en el sobrenadante del cultivo de C. albicans en condiciones normales. No
se han demostrado diferencias tanto en células de la cepa mutante mp65 y parental en
cuanto al tiempo de regeneracién, pero si en la formacion de micelio que no puede
formarse en células de la cepa mutante. Ademas, el mutante presenta menor adhesion al
poliestireno que la parental (Sandini et al., 2007). Esta observacion sugiere que la
pérdida de la proteina Mp65 provoca una falta de formacion de micelio y por tanto una

reduccion en la adhesion al pléstico.
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1.4.2. Enzimas degradativas.

1.4.2.1. Proteinasas asparticas (Sap).

La actividad proteolitica extracelular juega un papel importante en la
patogenicidad de Candida spp. y se debe a una familia de 10 aspartil proteasas
(proteinas Sap). Aunque no son conocidas las consecuencias de la secreciéon de
proteasas durante la infeccion, estudios llevados a cabo en humanos, animales e in vitro,
han implicado a las proteasas en la virulencia de C. albicans segin uno de los siguientes
modos propuestos: (i) la correlacion existente entre la produccion de Sap in vitro y la
virulencia de C. albicans; (ii) degradacion de proteinas humanas y anélisis estructural
en substratos especificos Sap; (iii) asociacion de produccion de Sap con otros procesos
de virulencia de C. albicans; (iv) produccion de proteinas Sap y respuesta inmune Sap
en infecciones humanas y animales; (v) expresion de genes SAP durante infecciones por
Candida spp., (vi) moderacion de virulencia mediante inhibidores de aspartil proteasas;
y (vii) el uso de mutantes disrupcionados en SAP para analizar la virulencia de
C. albicans. Las proteinas Sap tienen diversas funciones durante el proceso infectivo,
que incluyen el simple papel de digestion de moléculas para la adquisicién de nutrientes,
distorsién de membranas celulares del hospedador para facilitar la adhesion e invasion
de tejidos, y por ltimo la digestion de células y moléculas del sistema inmunitario del

hospedador para evitar o resistir la respuesta inmune (Naglik et al., 2003).

La produccién de proteasas extracelulares provoca la lisis de la capa mucosa que
recubre la superficie de las células y facilita la invasion de tejidos al degradar la
queratina, el colageno, la laminina y la fibronectina (Collina et al., 1996). Se ha
observado actividad aspartilprotedsica en estadios iniciales de la infeccién por
C. albicans, y es probable que facilite la penetracion a través de los tejidos y la
resistencia a la fagocitosis, ya que al ser atrapadas por el macr6fago se presentan
proteasas en la superficie del hongo y algunas de las levaduras sobreviven y germinan

causando la muerte de la célula fagocitica.

Los productos génicos de la familia SAP se sintetizan como proenzimas que
sufren un procesamiento a nivel del RE y del aparato de Golgi, antes de ser
transportados hacia la superficie celular para su secrecion o anclaje mediante un resto

GPI a la pared celular. Modelos experimentales apuntan que Sapl y Sap3 son las
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proteasas mas importantes en infecciones superficiales (Schaller et al., 2000). Sin
embargo, en modelos de infecciones sistémicas son Sap4 y Sap6, las proteasas
predominantes correlacionadas con la enfermedad (Staib et al., 2000). Se ha demostrado
que los genes SAP4, SAP5 y SAP6 se inducen después de la internalizacion de células
de levadura por macréfagos, mientras que SAP4 y SAP6 son genes de expresion
mayoritaria en fase micelial (Felk et al., 2002; Chen et al., 2002; Korting et al., 2003).

1.4.2.2. Fosfolipasas.

La secrecion de fosfolipasas es otro de los factores que confiere virulencia a
C. albicans. Las fosfolipasas conforman un grupo heterogéneo de enzimas capaces de
hidrolizar una o mas uniones éster de los fosfoglicéridos. Las membranas bioldgicas, al
estar constituidas por lipidos y proteinas, constituyen una diana principal para el ataque
de proteasas y fosfolipasas. La accion de las fosfolipasas tiende a provocar la

disgregacion de las membranas biologicas (Ibrahim et al., 1995).

Se ha identificado un amplio grupo de fosfolipasas secretadas por C. albicans
(fosfolipasa A, fosfolipasa B, fosfolipasa C, fosfolipasa D1, lisofosfolipasa y
lisofosfolipasa transacilasa). Plbl es una glicoproteina de 84 kDa con una actividad
hidrolasa y lisofosfolipasa-transacilasa, probablemente secretada, cuya actividad se ha

localizado en la parte apical de la hifa en crecimiento (Ghannoum, 2000).

Ensayos de interrupcién del gen de la fosfolipasa B de C. albicans (CaPLB1)
han demostrado que las cepas que carecen de este gen no tienen alterada la adherencia
pero presentan una capacidad de penetracion en células del hospedador mucho maés
reducida (Ghannoum, 2000), mientras que la reintroduccion del gen provoca la

recuperacion plena de la virulencia (Mukherjee et al., 2001).

1.4.2.3. Lipasas.

Las lipasas catalizan la hidrolisis de esteres de mono-, di-, y triacilgliceroles. En
C. albicans estas funciones son llevadas a cabo por una familia formada por
10 proteinas muy similares (Lip1-10) (Schaller et al., 2005). Aungue el papel de cada
gen LIP no ha sido elucidado, estos genes podrian indicar una contribucion
importante a la virulencia de este patdgeno oportunista en mamiferos. La secuencia de

estas proteinas es similar en mas de un 80% de los aminoacidos.
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1.4.3. Biopeliculas.

C. albicans es un organismo polimdrfico, es decir, experimenta transiciones
morfologicas reversibles entre formas de crecimiento de levadura, micelio,
pseudomicelio y clamidospora. Esta habilidad de cambiar su patron de crecimiento ha
sido considerada un requisito importante para la virulencia (Saville et al., 2003), pero
también juega un papel muy importante la formacion de biopeliculas
(Richard et al., 2005).

Las biopeliculas constituyen, probablemente, la forma de crecimiento habitual
para la mayoria de microorganismos, formando asociaciones complejas de células,
productos extracelulares y detritus atrapados en la estructura de la biopelicula o
liberados por las células que se lisan a medida que la biopelicula envejece. Son
comunidades celulares altamente organizadas con una compleja estructura
tridimensional, adheridas a un sustrato solido (bioldgico o no biolégico) (Donlan, 2002)
(Figura 1.3).

Figura 1.3. Micrografia de barrido de una biopelicula de C. albicans.
(A) Biopelicula desarrollada, (B) Substrato, (C) Célula adherida (Donlan et al., 2002).

El mecanismo de resistencia de los microorganismos en las biopeliculas a los
agentes antimicrobianos todavia no es del todo comprendido. Entre las posibles
explicaciones propuestas se incluyen: (i) Penetracién restringida de las drogas a través
de la matriz de la biopelicula (ii) Cambios fenotipicos a causa de la disminucion en la
tasa de crecimiento o por la limitacion de nutrientes (iii) Expresion de genes de

resistencia inducida por el contacto de las células con la superficie.

Aunque la organizacion de las biopeliculas en hongos no es tan bien conocida

como en bacterias, las caracteristicas estructurales béasicas y las propiedades en
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C. albicans han sido establecidas. La composicion quimica de la matriz exopolimérica
que envuelve a las microcolonias, asi como la ruta de sefializacion célula-célula que
intervienen durante su formacién, constituyen un campo de investigacion interesante en

el desarrollo de nuevas drogas contra la biopelicula (Douglas, 2003).

1.4.4. Variaciones fenotipicas.

La gran variabilidad adaptativa que presentan las especies del género Candida,
en especial C. albicans, obedece a un mecanismo desarrollado por el hongo para
sobrevivir a las dificiles condiciones ambientales que en el desarrollo de una infeccion
le permite evadir los sistemas de defensa del hospedador. Algunas cepas de C. albicans
tienen la habilidad de cambiar de forma espontanea y reversible, y con elevada
frecuencia (entre 10 y 10) entre una fase “blanca” y otra “opaca” (Soll, 1997). En la
fase blanca las colonias son blancas, redondas y con forma de cUpula, mientras que en la
fase opaca las colonias son mas oscuras, alargadas y planas en agar solido
(Bennet y Johnson, 2005).

El cambio fenotipico entre colonias blancas-opacas se ha relacionado con el
descubrimiento del apareamiento en C. albicans. Las células opacas tienen una mayor
eficiencia de apareamiento que las blancas, lo que sugiere que el fenotipo opaco es una
forma competente de C. albicans para el apareamiento (Lockhart et al., 2003). Parece
que el fendémeno del apareamiento en C. albicans ha persistido, porque esta
estrechamente vinculado al cambio fenotipico que facilita la vida comensal de este
hongo (Magee y Magee, 2004). Se han encontrado genes especificos de la fase blanca
como WHI1 y EFG1 y de la fase opaca, como OP4, SAP1, SAP3 y CDR3. Estudios
recientes indican que C. albicans utiliza las mismas rutas de transduccién de sefiales
para la regulacion del dimorfismo, apareamiento y variacion fenotipica
(Berman y Sudbery, 2002).

1.4.5. Morfogénesis.

El término morfogénesis en C. albicans se refiere a la transicion reversible entre
la forma unicelular levaduriforme y el crecimiento filamentoso o micelio. En realidad,
la definicion de C. albicans como un hongo dimérfico es una gran simplificacion que
enmascara los distintos cambios morfologicos que puede experimentar este hongo

dependiendo de factores nutritivos y ambientales concretos.
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La morfogénesis constituye un punto critico en la investigacion de C. albicans,
debido a que la habilidad de experimentar cambios entre las morfologias de levadura e
hifa, se considera un factor contributivo a la virulencia. Como criterio general, se

pueden distinguir los siguientes tipos celulares:

» Levaduras: También denominadas blastoconodios o blastosporas. Se
reproducen asexualmente por gemacion multilateral, y corresponden a la fase
unicelular del hongo. Cuando la yema alcanza su tamafio 6ptimo, se produce la
division celular y se forma una cicatriz de gemacion entre la célula madre y la
hija. Se presentan como levaduras ligeramente pleomorficas, desde ovoideas
hasta esféricas.

» Hifas: También conocidos como micelios. Son células que han sufrido un
crecimiento apical continuo, cuya elongacion va seguida de tabicacion interna
por septos a intervalos regulares, y conservan una comunicacion citoplasmatica
a través de poros en sus septos de division. Pueden generar yemas laterales o

ramificaciones que contintan siendo mononucleadas.

» Pseudohifas: También llamados pseudomicelios. Estan constituidos por células
qgue han quedado unidas a la madre, dando como resultado agrupaciones de
células elongadas unidas, de forma variable, en cadenas y racimos, pero sin
continuidad citoplasmatica a diferencia de los micelios. Algunas veces muestran

una apariencia miceliar.

» Clamidosporas: Son células de forma mas o menos esférica (aproximadamente
10 um de diametro), cubiertas por una pared gruesa y muy refringentes, que se
generan a partir de hifas o pseudohifas en estado estacionario. Basicamente son
el producto del crecimiento en ausencia de nutrientes, 0 promovido por otros

tipos de estrés, siendo consideradas como estructuras aletargadas o de resistencia.
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Figura 1.4. Micrografias con las distintas morfologias de C. albicans: a) Levaduras; b) Hifas;
¢) Pseudohifas; d) Clamidosporas; (Odss, 1988).

1.4.5.1. Bases moleculares del dimorfismo.

La transicion dimorfica se considera un factor de virulencia muy importante en
muchos hongos patdgenos. Dentro del ciclo celular de los hongos dimdrficos las
morfologias bésicas observadas son levadura (forma unicelular) y micelio

(forma pluricelular).

Numerosos factores nutricionales y ambientales, incluyendo temperatura,
aminoéacidos, cambios de pH y suero pueden inducir la transiciéon de levadura también
denominada blastospora o blastoconidia, a micelio en C. albicans (Eckert et al., 2007).
Estas sefiales externas son detectadas en la célula mediante receptores superficiales a
partir de los cuales el estimulo va a ser transmitido al interior de la célula mediante un
sistema de transmision de sefiales que producird una expresion génica diferencial,
responsable de cambios en el citoesqueleto y en la pared celular que van a provocar el
crecimiento de C. albicans en forma micelial. Los inductores son muy variados por lo

que se postula que existe mas de un sistema de transmision de sefiales.

Los mecanismos por los que sefiales fisico-quimicas y bioquimicas se van a
traducir en respuestas intracelulares especificas implican la participacion de segundos
mensajeros como el calcio o el adenosin monofosfato ciclico (AMPc). La mayoria de
rutas de transmision de sefiales consisten en una serie de proteinas de unién a guanosin
trifosfato (GTP), proteinquinasas y proteinas reguladoras como los factores de

transcripcion.
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1.4.5.2. Rutas de sefalizacion.

Las rutas de sefializacion que transducen sefiales ambientales en cambios
morfologicos han sido profundamente estudiadas. Estas rutas de transduccion forman
una red compleja e interconectada que integra sefiales ambientales que controlan

apropiadamente la morfogénesis y la transcripcion.

Un ejemplo de la existencia de integracion entre estas redes es el factor de
transcripcion Efgl (Figura 1.5), que recibe informacion a través de maltiples rutas y esta
implicado en diferentes procesos tales como desarrollo de hifas, formacion de
clamidosporas, cambio fenotipico ‘“blanco-opaco” y formacion de biopeliculas
(Biswas et al., 2007).

Aunque la transicion “blanco-opaco” tiene cierta relevancia desde el punto de
vista de patogenicidad su papel principal parece ser el mediar el apareamiento de células
diploides (Hull et al., 2000; Magee y Magee, 2000) al ser la forma opaca la competente
en dicho proceso (Miller y Johnson, 2002).

Células blancas Células opacas

Suero GIcNAc Matriz

AMP
‘P“’;P“ -
1 _I-d-cdol de la de hifas

22 kb | Induccion de la sintesis de proteinas de la pared celular
32 kb

e 6 Ty
@_l"

Fase blanca Fase opaca

EP(:I

Figura 1.5. Cambio fenotipico blanco-opaco en C. albicans. (Arriba) Se muestra una fotografia en
microscopio electrénico de barrido a 1000 aumentos. (Abajo) Modelo de regulacién morfogenético por
Efgl. En la induccion de la formacion de hifas (ejemplo., suero, GIcNAc) el gen EFG1 se expresa y en
condiciones de microaerofilia, sin embargo es reprimido. Efgl es activado (por las isoformas de PKA,
Tpkly Tpk2) iniciando la formacidn de hifas por la expresion de genes implicados. Efgl también induce
la sintesis de proteinas de la pared celular que estan implicadas en adhesion. Los genes especificos de la
transicion de células de fase blanca a opaca y viceversa también son regulados por Efgl. De hecho, Efgl,
junto con el complejo diacetilasa Sin3-Rpd3 reprime la actividad del promotor EFG1
(Terbath et al., 2003). EI complejo diacetilasa Hdal-Rpd3 regula la transicion de blanco a opaco y
viceversa, asi como la represion de EFGL1 (Srikantha et al., 2001). (Adaptado de Biswas et al., 2007).
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1.4.5.2.1. Ruta de las MAP quinasas.

Uno de los sistemas de sefializacion mejor caracterizados y mas conservados son
las rutas mediadas por proteinas quinasas activadas por mitdgenos o proteinas quinasas
de tipo MAP (MAPK, Mitogen Activated Protein Kinases) (Pearson et al., 2001;
Cowan y Storey, 2003). El principal componente de estas rutas lo constituye el modulo
de quinasas MAP formado por tres proteinas: la quinasa de tipo MAP (MAPK o ERK),
la quinasa de tipo MAPK (MAPKK o MEK) y la quinasa de tipo MAPKK (MAPKK o
MEKK). La activacion secuencial por fosforilacion de estos elementos permite la
transmision de la sefial desde el exterior al interior celular (Figura 1.6). El estimulo
desencadenante de la activacion de la cascada de quinasas MAP es percibido por un
receptor y la sefial es transmitida a continuacion al mddulo central a través de proteinas
intermediarias 0 moléculas adaptadoras, generalmente de tipo GTPasa

(también denominadas proteinas G) o proteinas quinasas (Widmann et al., 1999).

El mecanismo por el cual las MAPKKK son activadas alin no se conoce
totalmente y cada MAPKK puede ser activada por més de una MAPKKK, siendo por
fosforilacion en residuos de serina o treonina localizados en el subdominio catalitico
VIII de estas proteinas. Por dltimo, la MAPKK fosforila a la MAPK en dos residuos
especificos de treonina y tirosina, localizados en el motivo de activacion TXY
(donde X representa acido glutamico, prolina o glicocola, dependiendo del tipo de
MAPK) que se encuentra en el subdominio VIII. Resulta necesaria la fosforilacion de
ambos residuos para la activacion de la MAPK vy la desfosforilacién de uno de ellos
basta para inactivarla. Tras su fosforilacion, la MAPK se transloca al nucleo celular
activando sus correspondientes dianas entre las que se encuentran los factores de
transcripcion u otras moléculas que determinan un patron de transcripcion génica
adecuado y especifico para que se origine la respuesta necesaria y se posibilite la

adaptacion a las nuevas condiciones externas.

Tras el desencadenamiento de la respuesta, la presencia de mecanismos de
retroalimentacion, entre los que se encuentran fosfatasas especificas, permite recuperar

los niveles basales de activacion de la ruta.
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Figura 1.6. Esquema general de una ruta de MAPK.

NS
%\5 La célula recibe un estimulo a través de receptores o sensores
i especificos situados en la membrana plasmatica. La sefial es
1“ posteriormente transferida a través de distintas moléculas
am}ewax:s \ adaptadoras tipo PAK o GTPasas hacia el modulo principal
!

1 de la cascada de transduccion, compuesto por las proteinas
Modulo MAPKIK MAPKKK, MAPKK y MAPK. Tras la fosforilacion, la
de @ epkK MAPK puede ser translocada al ndcleo, donde fosforila un

MAPK
factor de transcripcion (que puede formar parte de un

complejo de transcripcion —FT-) o una molécula reguladora
(represor). Debido a ello, la expresion de gen/es diana se
activa o reprime permitiendo una respuesta adaptativa. Esta

activaciéon es transitoria debido a mecanismos de

retroalimentacion que desactivan la ruta y recuperan la

Respuesta adaptativa situacion basal inicial. (Adaptado de Roman et al., 2007).

En C. albicans, cuatro MAP-quinasas han sido identificadas: Mkcl, homologo
de la proteina Slt2 de S. cerevisiae (Navarro-Garcia et al., 1995); Cek1, homdlogo de
Kssl (Csank et al., 1998); Cek2, homdlogo de Fus3 (Chen et al., 2002) y Hogl,
homdlogo de la MAP quinasa Hogl (San José et al., 1996). Mkcl participa en la
biogénesis de la pared celular e incluso en la formacion de biopeliculas y virulencia
(Diez-Orejas et al., 1997; Kumamoto, 2005; Navarro-Garcia et al., 2005, 1998, 1995).
Cekl se encuentra implicado en la formacion de hifas, en la respuesta a feromonas de
apareamiento, en la construccién de la pared celular y en la virulencia en modelo
murino (Chen et al., 2002; Csank et al.,, 1998; Roméan et al., 2009a,b, 2005).
Finalmente la quinasa Hogl responde a diferentes tipos de estrés tales como oxidativo,
osmético y presencia de metales, etc. (Alonso-Monge et al., 2003; Smith et al., 2004).
Ademas Hogl participa también en la transicion dimorfica, biogénesis de la pared
celular, metabolismo oxidativo y virulencia (Alonso-Monge et al., 2009; 1999;
San José et al., 1996).

Hasta el momento se han descrito en C. albicans, tres rutas (Figura 1.7)

mediadas por quinasas de tipo MAP que se detallan a continuacion:

e Laruta HOG (High osmolarity glicerol) es responsable de generar una respuesta
adaptativa a medios altamente osmoticos y con un papel importante en la

morfogénesis y formacion de la pared celular. De hecho mutantes hogl y pbs2
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son muy sensibles tanto a estrés osmotico iénico y no idnico
(San José et al., 1996; Arana et al., 2005). Los mutantes hogl son mas sensibles
a oxidantes in vitro (Alonso-Monge et al., 2003) sugiriendo que la disminucion
de la virulencia es el resultado a la mayor susceptibilidad por los mecanismos
oxidativos de fagocitosis de macrdfagos, neutrofilos y linea mielocitica HL-60
(Arana et al., 2005). Ademaés, la ausencia de Hogl aumenta la sensibilidad de
C. albicans frente a inhibidores de la cadena respiratoria
(Alonso-Monge et al., 2009). En esta ruta tienen un papel principal en la
sefializacion de Pbs2-Hogl, las proteinas SInl, Ypdl, Sskl y Ssk2
(Cheetham et al., 2007). También mutantes sskl demostraron una mayor

susceptibilidad a neutrdfilos polimorfonucleares (Du et al., 2005).

e La ruta de crecimiento vegetativo o SVG (Sterile Vegetative Growth)
(Lee y Elion, 1999; Roman et al., 2005) finaliza con la fosforilacién de Cek1,
participando las proteinas Shol, Msb2 y Stell. Se ha demostrado que esta ruta
junto con la ruta de la proteina quinasa A dependiente de AMPc contribuyen a la
formacion de micelio debido a que los mutantes efgl y chpl son incapaces de
formar micelio in vitro y son avirulentos en modelos de infeccién sistémica
(Lo et al., 1997) pero son capaces de proliferar en los rifiones en vez de ser
eliminados por el sistema inmune (Chen et al., 2006). La ruta SVG descrita en
S. cerevisiae, presenta mucha similitud con la ruta de C. albicans y se encarga
del mantenimiento de la integridad de la pared celular durante el crecimiento
vegetativo, actuando en paralelo con la ruta de integridad celular en la que
participa la MAP quinasa Slt2 (Lee y Elion, 1999). Ademas, en C. albicans ha
sido identificada y caracterizada una proteina transmembranal denominada Opy2,
requerida para desencadenar la fosforilacion de Cekl por diferentes estimulos
tales como volver a crecer en fase estacionaria o frente a diversos agentes que
distorsionan la pared celular como son la zimoliasa y tunicamicina
(Herrero de Dios et al., 2013).

e La ruta PKC (Protein Kinase C) finaliza con la fosforilacion de la proteina
Mkcl en respuesta a estrés oxidativo, estrés osmotico, drogas
antifangicas y choques de temperatura (Navarro-Garcia et al., 2005)

siendo una ruta parcialmente dependiente de la ruta HOG
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(Arana et al., 2005; Navarro-Garcia et al., 2005). Los mutantes mkcl han
demostrado que son menos virulentos en infeccion sistémica en modelo murino
y no colonizan 6rganos aunque aquellos animales que han sido infectados
muestran una respuesta antiinflamatoria alterada (Diez-Orejas et al., 1997). En
S. cerevisiae, la ruta homologa mediada por Pkcl, estd implicada en el
mantenimiento de la integridad celular mediante el control de la sintesis de la
pared celular dependiente del ciclo celular. Al igual que en C. albicans, la ruta
de S. cerevisiae responde a diversos estimulos como son la hipoosmolaridad
externa, compuestos que alteran la pared celular y la limitacion de nutrientes, e
incluso a feromonas vy, al contrario que en C. albicans al elevar la temperatura de

crecimiento (Harrison et al., 2004; revisado en Levin, 2005).

Ruta mediada por CEK1 Ruta HOG1 Ruta PKC1
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Figura 1.7. Principales elementos de las rutas de transduccion de sefiales mediadas por quinasas
tipo MAP en C. albicans. Los genes son representados en caracteres normales donde la delecién y/o
caracterizacion fenotipica de la cepa correspondiente se ha llevado a cabo en C. albicans, o
alternativamente, en cursiva donde su posicion y presunta funcion se ha basado en el modelo propuesto de
S. cerevisiae. La existencia de elementos adicionales que pueden tener un papel en la activacion de la
MAPK correspondiente se muestra en interrogacion. Los estimulos que provocan una activacién se
muestran con flecha continua y los que realizan una inhibicidn en flecha discontinua. Aunque las flechas
no indican si la interaccién tiene lugar a través de un mecanismo directo o indirecto (Adaptado de
Alonso-Monge et al., 2006).
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Por otra parte, defectos en O-manosilacion en mutantes pmt se ha visto ligado
con la activacion de la fosforilacion de Cekl, proporcionando una gran respuesta en
mutantes pmtl y menor en mutantes pmt4. La adicién de tunicamicina como inhibidor
de la N-glicosilacion a cepas pmtl no consiguid provocar la fosforilacion de Cekl; sin
embargo, la tunicamicina tenia un gran efecto estimulante en mutantes pmt4, pmt5 y
pmt6 (Cantero et al., 2011). Ademaés, un déficit de N- y O-glicosilacion en cepas
mutantes Pmt4, Pmt5 y Pmt6 provoco una fuerte estimulacion en la fosforilacién de
Cekl y sin embargo, no hubo activacion de Mkcl, indicando que en C. albicans, la
fosforilacion de Cekl es muy susceptible a cambios en N- y O- glicosilacién
(Ernsty Pla, 2011).

1.4.5.2.2. Ruta de la proteina quinasa A dependiente de AMP ciclico.

Esta ruta juega un papel importante en la filamentacion de S. cerevisiae,
C. albicans y otros hongos (Lengeler et al., 2000). La proteina quinasa A es una
holoenzima que comprende subunidades reguladoras y cataliticas altamente conservadas.
Niveles bajos de AMP ciclico (AMPc) mantienen las subunidades inactivas, mientras
que concentraciones superiores de este segundo mensajero permiten su union a las
subunidades reguladoras disociando el complejo y liberando las subunidades cataliticas
activas las cuales desencadenan la respuesta. En C. albicans la activacion de la proteina
quinasa A por disociacion de las subunidades cataliticas Tpks resulta en una
fosforilacion del principal regulador transcripcional implicado, Efgl (Stoldt et al., 1997;
Bockmuhl y Ernst, 2001).

Efgl pertenece a la familia de las proteinas APSES, una clase conservada de
reguladores transcripcionales de hongos (Doedt et al., 2004). Este factor transcripcional
juega un papel importante en morfogénesis, ya que la disrupcion de EFG1 causa un
bloqueo completo de la formacién de hifas bajo condiciones de induccion y la
sobreexpresion de dicho gen induce crecimiento pseudofilamentoso en S. cerevisiae,
crecimiento miceliar en C. albicans (Stoldt et al., 1997) y alteraciones en la formacién

de biopeliculas (Ramage et al., 2002).

1.4.5.2.3. Ruta de respuesta al pH por Rim101.

La ruta de respuesta al pH regulada por Rim101 es requerida para la adaptacién

a condiciones medioambientales neutras y/o alcalinas. La respuesta al pH
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medioambiental esta ligada a la capacidad del propio hongo para provocar enfermedad
(Davis, 2003). Esta ruta regulada por el factor transcripcional Rim101, a su vez es
regulada por Rim8 (Davis et al., 2000) y Rim20 (Xu y Mitchell, 2001). En células de la
cepa mutante efgl se ha demostrado que el cambio fenotipico blanco-opaco se ha
regulado por las condiciones de pH medioambientales, teniendo forma opaca a pH 6.8 y
blanca a pH 4.5 (Nie et al., 2010).

1.4.5.2.4. Ruta catabdlica N-acetilglucosamina (GIcNAc) de C. albicans.

En C. albicans GIcNAc es uno de los inductores conocidos en la transicion
levadura-hifa promoviendo la emisién de los tubos germinativos. La caracteristica mas
interesante de esta ruta es que todos los genes implicados en el catabolismo de GICNAc
conforman un grupo de seis genes (Kumar et al., 2000). Tres de ellos codifican enzimas
conocidas; glucosamina-6-fosfato deaminasa (Nagl), GIcNAc-6-fosfato deacetilasa
(Dacl/Nag2), y GIcNAc quinasa (Hxk1/Nag5) que actuan secuencialmente sobre la
GIcNAc para generar fructosa-6-fosfato que entra en la via glicolitica. Esta via
metabdlica es inducible por GIcNAc, que también puede utilizarse como Unica fuente de

carbono.

Cuando los genes NAG1, DAC1 y HXK1 son delecionados individualmente, la
virulencia en modelo murino de candidiasis sistémica se ve afectada de manera variable
en cada uno de los mutantes, con una mayor atenuacion para el mutante hxk1 seguido de
los mutantes dacl y nagl (Singh et al., 2001, Yamada-Okabe et al., 2001). En mutantes
dacl y nagl, el patrén de crecimiento se ve disminuido en presencia de galactosa; sin
embargo, el triple mutante hxkl/nagl/dacl se ha caracterizado en presencia de GICNAc
por mayor formacion de hifas (Naseem et al., 2011). Estos tres genes estan implicados,
no solo en el metabolismo de GIcNAc, sino también en el cambio dimorfico y la

virulencia.

1.4.5.2.5. Factores de represion del cambio dimorfico.

Han sido identificados como represores de la formacion de hifas algunos
factores de transcripcion como Tupl, Nrgl y Rbfl (Braun y Johnson, 1997,
Braun et al., 2001; Ishii et al., 1997), aunque el mecanismo o las rutas de

funcionamiento alin no son bien conocidas.
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El mutante tupl presenta un fenotipo pleiotropico: floculacion, sensibilidad a la
temperatura, y en S. cerevisiae, incapacidad de esporular, siendo necesario para el
mantenimiento de la diploidia. La expresion de TUP1 de C. albicans en S. cerevisiae
suprime estos defectos, en cambio su eliminacion en C. albicans produce micelio
constitutivo en todas la condiciones probadas (Braun y Johnson, 2000). En C. albicans,
el efecto represor de Tupl en la transicion dimorfica se ha visto antagonizado por Swil
debido a que el comportamiento fenotipico de mutantes tupl y swil en cuanto a la

formacion de micelio era contrario (Mao et al., 2008).

Con respecto al factor Nrgl, uno de los genes que puede llegar a reprimir es
BRGL1 aunque se ha visto que la sobreexpresion de dicho gen es suficiente para poder
superar la represion y por tanto promover la transicién levadura-hifa, incluso en
ausencia de estimulos ambientales (Cleary et al., 2012). Ademas, células del mutante
nrgl son predominantemente filamentosas bajo condiciones que no inducen la

filamentacion y presentan virulencia atenuada (Biswas et al., 2007).

Rbfl se encuentra implicado en la regulacion de la transicion levadura-micelio
(Ishii et al., 1997) siendo el mutante rbfl constitutivamente filamentoso y las hifas
formadas son mas caracteristicas de pseudohifas que de hifas verdaderas. La virulencia
del mutante rbfl en modelo murino estd significativamente atenuada
(Biswas et al., 2007).

Otro factor transcripcional represor de los genes ECE1 y HWP1 implicados en la
transicion dimorfica es Skol, el cual esta relacionado con la respuesta a estrés oxidativo
y se ha demostrado también que mutantes skol aumentan la sensibilidad de hogl a la
linea celular mielomonocitica HL-60 (Alonso-Monge et al., 2010).

I.5. LA PARED CELULAR DE C. albicans.

La pared celular de los hongos es una estructura multiestratificada situada en la
parte externa de la membrana plasmatica. Aunque la pared celular se ha considerado
como una estructura casi inerte que proporciona rigidez y proteccion a las células,
actualmente se considera como una estructura compleja y dindmica que cambia segun
las necesidades de la célula siendo esencial en la biologia y la patogenicidad de
C. albicans (Gow y Hube, 2012).
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La rigidez de la pared no solo protege a la célula de agresiones fisicas externas
sino que también resiste la presion de turgencia del protoplasto y evita la lisis de la
celula cuando ocurren descensos en la osmolaridad del medio. Tambien actia como
barrera frente a sustancias potencialmente dafiinas del medio ambiente y evita que
proteinas periplasmicas sean excretadas al exterior, proporcionando a su vez, una
estructura donde las proteinas integrales de la pared pueden ser ancladas. Ademas sirve
de substrato para la exposicion de proteinas que juegan un papel importante en
interacciones célula-célula, ya sean de caracter sexual, inmunogénico o0

inmunomodulador.

La pared celular es una estructura presente en células fungicas, plantas, algas y
bacterias y ausente en células de mamifero, siendo por tanto una excelente diana en el
estudio y desarrollo de nuevas drogas antifungicas. Dicha estructura representa el
15-30% del peso seco de la célula, siendo su composicion principalmente de caracter
polisacaridico (90%) y proteico (10%). Presenta una disposicién en multicapa, en la que
los carbohidratos mayoritarios son tres: f-glucano (polimeros de D-glucosa con enlaces
tanto B-1,3 como -1,6); manano, tanto en su forma mayoritaria de fosfopeptidomanano
(PPM, proteinas O- y/o N-glicosiladas) como minoritarias de fosfolipomanano (PLM);
y quitina (polimero de N-acetilglucosamina unido por enlaces [-1,4)
(Arana et al., 2009). Los distintos constituyentes de la pared son sintetizados tanto en la
membrana plasmatica (quitina y B-1,3-glucano), como a través de pasos sucesivos
durante la ruta de secrecion (proteinas de la pared celular y posiblemente B-1,6-glucano)
y se disponen espacialmente formando una red tridimensional como se puede observar

en el modelo propuesto en la figura 1.8.

Pared celular —

1N

Membrana _J
plasmitica

B-1,3-glucano Manoproteinas f3-1,6-glucano Quitina Anclaje GPT Proteinas
transmembranales

Figura 1.8. Modelo propuesto para la arquitectura de la pared celular de C. albicans.
(Adaptado de Molina et al., 2000).
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1.5.1. Composicion quimica de la pared celular.

La pared celular de C. albicans es una entidad bioquimica compleja, siendo la
quitina (1-2% del peso seco de la pared) y el B-1,3-glucano (50-60%) los polisacéridos
estructurales, localizados en capas internas de la pared, que confieren forma y rigidez.
Ancladas a estas moléculas se encuentran las manoproteinas (35-40%) que establecen
hacia el exterior una capa menos estructurada determinando, en buena medida, la
porosidad de la pared celular. En general, los polimeros de manosa estan unidos a las
proteinas mediante enlace N-glicosidico (N-manano) y/u O-glicosidicos (O-manano). El
primero consiste en la union a asparragina de una cadena central lineal de manosa unida
por enlaces a-1,6 con ramificaciones mediante enlaces a-1,2 y a-1,3. EI O-manano se
forma por unién de pequeiias cadenas de a-1,2 o a-1,3-manosa a residuos de serina y/o

treonina (Poulain y Jouault, 2004).

1.5.1.1. Quitina.

La quitina es un homopolimero lineal de B-1,4-N-acetil-D-glucosamina que
supone solo un pequefio porcentaje del peso seco total en células con crecimiento
vegetativo. La estructura encontrada en los hongos es de a-quitina, donde las cadenas de
azlcar adoptan una posicion antiparalela (Figura 1.9). La presencia de puentes de
hidrégeno conlleva la formacion de una serie de estructuras similares a una cinta, lo que

hace que la quitina sea insoluble (Ruiz-Herrera, 1992; Shaw et al., 1991).

OH
é
OH 5 NH OH
H H
~
iphtl e el
‘\}CQ)H OH C<gH
OH OH

Figura 1.9. Estructura quimica de quitina (Ruiz-Herrera et al., 2006).

En C. albicans, el papel de la quitina es de gran importancia en el
mantenimiento de la estructura de la pared y en la transicion morfogenética del hongo,
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siendo la cantidad de quitina presente en hongos tal como fue confirmado en 1968 por

Chattaway et al., tres veces méas abundante en la pared micelial que en la levaduriforme.

La funcion mas importante de la quitina es la de mantener la rigidez de la pared
celular, aspecto confirmado por varias evidencias: la eliminacion de componentes
amorfos de la pared en condiciones en las que s6lo permanezca la quitina, no afecta en
modo alguno a la forma original de la célula (Ruiz-Herrera, 1967) y tampoco a la

organizacion de microfibrillas de quitina (Burnett, 1979).

La sintesis de quitina es una reaccion de transglicosilacion de residuos de
N-acetilglucosamina (GIcCNAc) procedentes del sustrato UDP-N-acetilglucosamina a la
cadena polisacaridica. La reaccion es catalizada por las enzimas denominadas
quitina sintetasas (Chs), que requieren de un metal divalente, generalmente
Mg®* (Ruiz-Herrera et al., 2004).

UDP-GIeNAc + (GleNAce) = (GleNAc)  + UDP

1.5.1.1.1. Quitina sintetasas en C. albicans.

Estudios realizados en S. cerevisiae revelaron que contiene mas de una quitina
sintetasa, una propiedad que posteriormente se encontré en todos los hongos. De hecho,
se ha demostrato que hongos del phylum Zigomycota contienen un nimero bastante
elevado de genes que codifican quitina sintetasas, alrededor de 20 genes, a diferencia de
los phylum Ascomycota y Basidiomycota que presentan menor cantidad de genes
(Ma et al., 2009). Esta caracteristica probablemente representa un mecanismo que
permite su adaptacién a diferentes medios ambientales y protege a la célula en caso de

pérdida de una quitina sintetasa.

Estas enzimas se encuentran en el citosol del hongo, en microvesiculas
denominadas quitosomas, responsables de la transferencia del enzima del lugar de

sintesis al lugar de accion (Ruiz-Herrera et al., 2004).

C. albicans posee cuatro quitina sintetasas codificadas por cuatro genes
(CHS1, CHS2, CHS3, CHS8) (Munro et al., 2007):
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CHS1, la disrupcion de este gen es letal. Chsl es una enzima esencial en la
sintesis del septo primario y de la integridad de la pared celular
(Munro et al., 2001).

CHS2, este gen no es necesario para el crecimiento normal, la morfogénesis y la
virulencia de las células (Gow et al., 1994) aunque el mutante presenta un menor
contenido en quitina en la pared celular del micelio. CHS2 estd expresado
preferentemente durante la formacion de micelio y codifica una proteina que
tiene la mayor actividad quitina sintetasa in vitro. Estos resultados ponen de
manifiesto que no existe una relacién obligada entre la actividad in vitro y la
importancia de su actividad en crecimiento, viabilidad y morfogénesis
(Munro y Gow, 2001).

CHS3, alcanza su méaximo nivel de expresion durante la induccion de micelio,
aunque Chs3 es responsable de la mayor parte de sintesis de quitina in vivo tanto
en levadura como en micelio (Mio et al., 1996). En el mutante nulo, la actividad
quitina sintetasa decrecia sobre un 60% en células levaduriformes con respecto a

la cepa parental (Selvaggini et al., 2004).

CHS8, codifica una proteina quitina sintetasa con similitud a Chs2. El mutante
chs8 no posee un fenotipo marcado ni una reduccién en la cantidad de quitina de
la pared celular, si bien la actividad quitina sintetasa presenta una reduccion del
25% y el doble mutante chs2 chs8 posee menos del 3% de la actividad quitina
sintetasa de la cepa parental in vitro aunque tiene una tasa de crecimiento y

morfologia normal (Munro et al., 2003).

Ademas la pérdida de CHS2 y CHS3 demostré una ligera disminucion en la

actividad quitina sintetasa (Selvaggini et al., 2004). C. albicans, en presencia de

concentraciones subinhibitorias de equinocandinas, conocidas como inhibidores de la

biosintesis del B-1,3-glucano, estimularon la biosintesis de quitina realizado a tres

niveles: estimulacion de la transcripcion de los genes CHS1, CHS2 y CHSS8, actividad

de las enzimas codificadas por dichos genes y contenido en quitina de la célula
(Walker et al., 2008).
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1.5.1.2. p-glucanos.

C. albicans no contiene a-glucano. El glucano de su pared celular esti
constituido por la unién de moléculas de D-glucosa en configuracion B. Segln el tipo de
enlace predominante, se puede clasificar al B-glucano en dos tipos de polimeros: el
B-1,3-glucano y el B-1,6-glucano (Figura 1.10). EI glucano presenta un peso molecular
de 10° Da en células levaduriformes, mientras que en micelio es ligeramente mas alto.
Surarit et al., (1988) demostraron la existencia de una union covalente establecida entre

el B-1,6-glucano y la quitina en posicion 1 de glucosa y 6 de N-acetilglucosamina.

OH

sl
0O
H

H (¢
OH
0 OH
/0 0
OH £ OH OH i

Figura 1.10. Estructura quimica de p-1,3/p-1,6-glucano (Ruiz-Herrera et al., 2006).

1.5.1.2.1. B-1,3-glucano.

Es el componente mas abundante (80% del total del B-glucano), constituido
aproximadamente por 1500 residuos de glucosa por molécula, que forman una cadena
lineal con uniones B-1,3 y con un 3% aproximadamente de ramificaciones unidas

mediante enlaces f-1,6 (Manners et al., 1973).

Inicialmente, el -1,3-glucano fue clasificado en B-1,3-glucano alcali soluble y
alcali insoluble. Posteriormente, se ha demostrado que esta diferencia en la solubilidad
del B-1,3-glucano es debida a su union con la quitina, haciéndolo insoluble al alcali
(Kollér et al., 1995). Las diferencias en solubilidad del glucano estudiadas ampliamente
en especies pertenecientes al phylum Ascomycota como es el caso de C. albicans, no es
especifico de dicho phylum debido a que en Basidiomycota también se han encontrado.
Un ejemplo claro es el caso de Ustilago maydis, un hongo patogeno del maiz, que

presenta glucano alcali-soluble formado por residuos de glucosa solamente unidos por
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enlaces B-1,3 y glucano alcali-insoluble que contiene residuos de glucosa unidos tanto

por enlaces B-1,3 y B-1,6 (Fonseca-Garcia, 2010).

En cuanto a las funciones celulares, la fraccion de B-1,3-glucano unida a quitina
(fraccion alcali insoluble) tiene un papel directo en el mantenimiento de la rigidez y
morfologia de la pared celular, ya que la forma de la célula permanece inalterada
después de haber realizado una extraccion del manano y del glucano alcali soluble
(Fleet y Manners, 1976; Kopecka et al., 1974). Al margen de la funcion estructural del
glucano, se ha demostrado que presenta un papel importante en la virulencia. Es
conocido el hecho de encontrar fragmentos de glucano o complejos con manano en
sangre de pacientes infectados por C. albicans. En modelo murino, estos compuestos
han provocado shock anafilactico y arteritis coronaria. Ademas, el glucano juega un
papel importante en el desarrollo de candidiasis, reduciendo la actividad de monocitos y
linfocitos T indirectamente, hipotesis apoyada por la observacion de que anticuerpos
anti-B-glucano participan en la respuesta inmune, reconociendo C. albicans y otros

patdgenos fungicos (Ishibashi et al., 2005).

La sintesis del f-1,3-glucano se realiza a nivel de la membrana plasmatica
mediante una reaccion de transglicosilacion, por un complejo enzimético que requiere

UDP-glucosa como sustrato (Shematek et al., 1980) tal como se detalla:

nUDPGIc — (Gl¢)n + nUDP

El complejo enzimético estd formado, al menos, por dos subunidades, una con
accion catalitica unida a membrana (Fksl y Fks2) y otra soluble con accion reguladora
(Rhol) (GTP dependiente) (Cabib y Kang, 1987; Mol et al., 1994). La subunidad
reguladora estd codificada por RHO1 (Kondoh et al., 1997), gen que codifica una
proteina de pequefio tamafio que une GTP y posee actividad GTPasa perteneciente a la
familia de proteinas Rho/Rac de la superfamilia Ras y asociada de manera mas débil a
la membrana plasmatica. Originalmente, se describieron los genes que codificaban
proteinas homdlogas a Rhol en S. cerevisiae (Qadota et al., 1996) y se ha demostrado
que Rhol de C. albicans presenta una homologia de 82.9% a la de S. cerevisiae.
Ademaés de su intervencion en la sintesis de B-1,3-glucano, Rhol se une y activa la

protein-quinasa C (Pkcl), el primer miembro de la cascada de quinasas implicadas en la
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ruta de integridad de la pared celular (Nonaka et al., 1995; Kamada et al., 1996). Rhol
es esencial en C. albicans, debido a que mutantes que carecen de esta proteina tanto en
forma levaduriforme como en micelio han tenido problemas de agregacion, muerte y
lisis celular, e incluso son avirulentos en modelo murino (Smith et al., 2002). Por tanto
no es de extrafar que Rhol estuviera implicada en varias funciones esenciales de la
celula: sintesis e integridad de la pared celular, exocitosis, organizacion de septina,
ensamblaje de la actina, organizacién de los microtibulos, autofagia, citokinesis y en
general morfogénesis y polaridad celular (Arellano et al., 1999; Drees et al., 2001;
Guo, 2001; Pham et al., 2009; Schmidt et al., 2002).

1.5.1.2.2. p-1,6-glucano.

El B-1,6-glucano constituye aproximadamente el 5% del peso seco de la pared
celular y juega un papel esencial en la interconexion del resto de componentes de la
misma (Klis et al., 2001).

El B-1,6-glucano se encuentra también en las fracciones alcali soluble y alcali
insoluble de la pared celular. Puede ser parcialmente purificado de la fraccion alcali
insoluble de la pared celular como una molécula muy ramificada que consiste
principalmente en residuos de glucosa unidos mediante enlaces B-1,6 con una
pequefia proporcion de residuos unidos mediante enlaces f-1,3. También ha sido
detectado en la fraccion alcali soluble como un heteropolimero B-1,3/B-1,6-glucano

(Fleet y Manners, 1977).

Al menos diez genes se encuentran implicados en la sintesis de -1,6-glucano en
S. cerevisiae: KRE1, KRE5, KRE6, KRE9, KRE11l, CNE1, CWH41/GLS1, KNH1,
ROT2/GSL2 y SKN1 (Shahinian y Bussey, 2000). En el genoma de C. albicans, se han
identificado homologos de KRE1, KRE5, CNE1, CWH41/GLS1, ROT2/GLS2 y SKN1.
Los genes KRE5, KRE6 y SKN1 en C. albicans son necesarios en los primeros estadios
de la sintesis de B-1,6-glucano. De hecho, se ha demostrado que el mutante kre5
presentaba una disminucion de los niveles de B-1,6-glucano y defectos significativos en
la pared celular (Herrero et al., 2004) y la interrupcion de un alelo en el gen KRE6
produce una reduccion del 80% del contenido de B-1,6-glucano de la pared celular, no

siendo posible obtener el mutante nulo (Mio et al., 1997).
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Estudios genéticos y estructurales sugieren que la sintesis del B-1,6-glucano
ocurre en la superficie celular, aunque existen proteinas implicadas en tal proceso que
tienen una localizacion intracelular. Kre5 y Cwh41 se encuentran en el RE, mientras
que Kre6 y Sknl son proteinas transmembranales del aparato de Golgi
(Shahinian y Bussey, 2000).

El B-1,6-glucano es una molécula esencial en el anclaje de las manoproteinas a
través del remanente GP1 (Shahinian y Bussey, 2000; Klis et al., 2001) o bien a través
de las cadenas N-glicosidicas cuya unién podria ser directa 0 a través de una estructura
desconocida. Sin embargo, este tipo de enlace parece ser secundario debido a que todas
las proteinas GPI estan N-glicosiladas y a la ausencia de alteraciones fenotipicas en

mutantes deficientes en N-glicosilacion (Shahinian et al., 1998).

1.5.1.3. Manoproteinas.

Las glicoproteinas son componentes muy importantes de todas las células
eucariotas, poseen una estructura basica comun, que consiste en una matriz proteica a la
cual se unen covalentemente cadenas de carbohidratos. En algunos hongos
microscopicos como C. albicans y S. cerevisiae, se denominan manoproteinas porque
las cadenas de carbohidratos contienen mayoritariamente unidades de manosa, aunque
otros hongos frecuentemente presentan otros azucares y grupos fosfato
(Ruiz-Herrera, 1992).

Las manoproteinas pueden clasificarse segun su actividad bioldgica en:

= Manoproteinas con actividad enzimatica, como es el caso de las
fosfolipasas (lbrahim et al., 1995; Ghannoum, 2000), proteinas Sap
(Naglik et al., 2003), transglicosidasas Crh (Pardini et al.,, 2006) y
Atcl (Pedrefio et al., 2004).

» Manoproteinas estructurales, que son componentes intrinsecos de la estructura
de la pared: Hwpl (Sharkey et al., 1999), Ssrl (Garcera et al., 2003),
Pgal3 (Gelis et al., 2012) o Pga26 (Laforet et al., 2011).

= Manoproteinas implicadas en la adhesion, como las proteinas de la familia
Als (Hoyer et al., 2008).
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Las manoproteinas se encuentran ampliamente distribuidas, pudiendo estar
presentes a nivel del espacio peripldsmico, ser secretadas al medio o formar parte

estructural de la pared celular (Valentin et al., 1987).

1.5.1.3.1.Clasificacién de las manoproteinas.

Las técnicas de protedmica, mas la secuenciacion y analisis in silico del genoma
de C. albicans han permitido la clasificacion de diferentes tipos de proteinas de pared
celular. Los andlisis han identificado un centenar de posibles proteinas
(Garcera et al, 2003; De Groot et al., 2003; Eisenhaber et al.,, 2004;
Richard y Plaine, 2007) que pueden clasificarse dependiendo de la manera en que se

encuentran en la pared celular.

Un esquema de los diferentes tipos de proteinas de pared celular se detalla en la

figura 1.11.

—

Proteinas
retenidas no Proteinas atipicas
covalentemente de pared celular.

a la pared celular

Proteinas de
pared celular

i i Extraibles con agentes reductores.
Proteinas retenidas

covalentemente a Extraibles con tratamiento alcalino.

la pared celular
Extraibles con HF-piridina.

—

Figura I.11. Clasificacion de las proteinas de pared celular.
1.5.1.3.1.1. Proteinas retenidas no covalentemente a la pared celular.

Las proteinas de este grupo se caracterizan por encontrase retenidas no
covalentemente a la pared (Non-Covalently Linked Cell Wall Proteins, NCL-CWP)
mediante uniones débiles, de manera que pueden ser extraidas utilizando detergentes
ionicos como SDS (Valentin et al., 1984) o agentes caotrépicos como la urea. La mayor
parte de las proteinas extraidas mediante el tratamiento con un detergente no son
verdaderas proteinas de pared, sino que se trata de contaminantes con fragmentos de
membranas (Klis et al., 2001), si bien existen excepciones como es el caso de la

transglucosidasa Bgl2 (Sharthy et al., 1997).
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Aunque se desconoce si estas proteinas son intrinsecas de la pared celular o se
trata de contaminantes, existen hipétesis que defienden la existencia de una ruta de
secrecion no convencional por la cual serian exportadas al exterior
(Delgado et al., 2001).

1.5.1.3.1.2. Proteinas extraibles por agentes reductores.

Este grupo corresponde a las proteinas denominadas en inglés Reducing Agent
Extractable-Cell Wall Proteins, (RAE-CWP) que establecen puentes disulfuro con otras
proteinas y consecuentemente pueden extraerse por agentes reductores como
B-mercaptoetanol (B-ME) o ditiotreitol (DTT) (Moukadiri y Zueco, 2001).
Aparentemente, estas proteinas no tienen una estructura, propiedades o funcion
determinada y la naturaleza de las proteinas con las que se encuentran asociadas es
desconocida, pero se cree que estas proteinas pueden unirse a la pared por otros tipos de

uniones covalentes (Ramon et al., 1997).

1.5.1.3.1.3. Proteinas unidas por enlaces alcali-sensibles.

Las proteinas de este grupo se denominan en inglés Alcali-Sensitive Linkage
Cell Wall Proteins (ASL-CWP) y se encuentran directamente unidas al -1,3-glucano
mediante enlaces covalentes sensibles al tratamiento alcalino. Las proteinas Pir
(proteinas con repeticiones internas) son algunas de las méas importantes dentro de este
grupo, las cuales presentan un alto porcentaje de O-glicosilacién y repeticiones internas
del patron Q[IV]IXDGQIIVP]Q (Figura 1.12).

Péptido 2 1 COOH
- 3D R R —— SO0 R EHES St —
sefal 3 C-66aa 7
C-16aa
C-12aa
C-COOH

Figura 1.12. Esquema general de una proteina Pir. En C. albicans, Pirl presenta cuatro cisteinas en el
C-terminal de la proteina (-C-66aa-C-16aa-C-12aa-C-COOH) vy tiene nueve (IPF15363) o siete
(IPF19968) repeticiones internas con la estructura [-(A/K/Q)-Q-I-(S/T/G/N)-D-G-Q-I1-Q-H-Q-T-].
Ademas, un sitio potencial de N-glicosilacion tanto en la IPF 19968 como en la IPF15363 y
aproximadamente el 20% de los aminoacidos son Ser o Thr, indicando que la proteina podria estar muy

glicosilada (Adaptado de Ruiz-Herrera et al., 2006).
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La naturaleza del enlace que une las proteinas Pir con la pared celular ha sido
recientemente elucidada. La presencia de estas proteinas unidas al -1,3-glucano que
son liberadas por un tratamiento con &lcali sugiere que un puente glicosidico une al
B-1,3-glucano y al residuo de manosa de las cadenas O-glicosiladas de las proteinas Pir.
Se ha demostrado que se requieren las secuencias repetidas para la unién al
B-1,3-glucano (Castillo et al., 2003; Klis et al., 2002). Si estas repeticiones contienen la
secuencia “de union”, estan directamente implicadas en la unién al -1,3-glucano y por

tanto las proteinas Pir pueden interconectar dos o mas moléculas de B-1,3-glucano.

Estudios con Pir4 de S. cerevisiae han identificado el aminoacido responsable de
la union de esta proteina al B-1,3-glucano. Pir4 se une a la pared mediante un residuo de
glutamina 74, dentro de la secuencia repetida QIGDGQ7,VQ (Ecker et al., 2006).
Aungue aun no se conoce la enzima que cataliza dicha reaccion, se ha postulado la
existencia de un enlace éster, entre el y-carboxilo del residuo glutamato, que proviene
de la glutamina y forma el hidréxido de glucosa (Ecker et al., 2006). Podria esperarse
que este enlace éster sea alcali 1abil, lo que concordaria con la idea de que las proteinas

Pir se extraen de la pared celular utilizando tratamientos con alcali.

Se ha demostrado también que algunas proteinas Pir se encuentran retenidas en
la pared exclusivamente por puentes disulfuro, debido a que son liberadas por agentes
reductores tales como B-ME o DTT (Castillo et al., 2003; Orlean et al., 1986;
Moukadiri y zueco, 2001).

En S. cerevisiae la familia Pir estd compuesta por cuatro miembros:
Pirl (Mrsa et al., 1997; Toh-e et al., 1993), Pir2/Hsp150 (Moukadiri y Zueco, 2001,
Russo et al, 1992), Pir3 (Toh-e et al, 1993; Mrsa et al, 1997) vy
Pird (Moukadiri et al., 1999). Por el momento, en C. albicans solo dos miembros han
sido encontrados: Pirl (Martinez et al., 2004) y Pir32 (Bahnan et al., 2012).

1.5.1.3.1.4. Proteinas unidas por enlaces glicosil fosfatidil inositol.

A las proteinas unidas a través de un enlace glicosil fosfatidil inositol (GPI)
al B-1,6-glucano se denominan en inglés GPI-Cell Wall Protein (GPI-CWP). Estas
proteinas se unen via -1,6-glucano al -1,3-glucano, en un 90% de los casos o a quitina
en el 10% restante (Marcilla et al., 1991).
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La mayoria de las proteinas GPI de pared descritas en C. albicans presentan las
siguientes caracteristicas (Richard y Plaine et al., 2007) (Figura 1.13) : (i) poseen un
péptido sefial procesable en el extremo N-terminal, (ii) una secuencia rica en serinas y/o
treoninas que podria proporcionar sitios para O-glicosilacion, (iii) tienen un sitio de
anclaje de GPI en el extremo C-terminal y (iv) un sitio ® en la cola hidrofobica donde

se une el enlace GPI al B-1,6-glucano (Caro et al., 1997).

El sitio ® consiste en una region hidrofobica de aminoacidos y un grupo de
union formado por tres aminoacidos denominados ®, o+l y +2. La rotura de la
proteina tiene lugar entre el sitio ® y el sitio +1 permitiendo la unidon del anclaje GPI

al aminoacido o (Nuoffer et al., 1993).

Péptido sefial 0
ptido sefia Ak

o

(GIcNAG), hAA

Cadena compleja de mas de 150
residuos de manosa

Figura 1.13. Esquema general de una GPI-CWP de levaduras. Son proteinas ricas en Ser/Thr,
indicando que la proteina podria estar muy glicosilada, con uno o mas sitios potenciales de

N-glicosilacion. (Adaptado de Ruiz-Herrera et al., 2006).

En C. albicans, las proteinas GPl son aparentemente las mas abundantes,
representando aproximadamente el 88% de las proteinas de pared celular unidas

covalentemente.

En el afio 2007, Richard y Plaine publicaron una lista de 115 posibles proteinas
GPI que corresponden al genoma de C. albicans. Se clasificaron en cuatro clases:
(i) 76 de esas proteinas putativas tienen funciones desconocidas, (ii) 15 proteinas tienen
funciones relacionadas con la biogénesis o remodelacion de la pared celular,
(i) 13 proteinas relacionadas con la adhesion célula a célula y otras interacciones, y

(iv) 11 proteinas presentan actividades enzimaticas diferentes.
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1.5.1.3.1.5. Proteinas atipicas de pared celular.

Este grupo estd compuesto por proteinas que aunque detectadas en la pared, son
reconocidas como proteinas citoplasmaticas, y no poseen las caracteristicas propias de
proteinas de pared celular (péptido sefial y sitios potenciales de glicosilacion). Algunas
de estas proteinas atipicas encontradas en extractos de pared celular son enzimas

glicoliticas y factores de traduccion (Nombela et al., 2006).

En la pared celular de C. albicans han sido encontradas por primera vez,
proteinas relacionadas con el estrés como Hsp70 (Lépez-Ribot y Chaffin, 1996);
relacionadas con la glicolisis tales como enolasa (Edwards et al., 1999),
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (Delgado et al., 2001); relacionadas con la
sintesis de proteinas tales como factores de elongacion Tefl, Tef2 y Tef3; o con otras
funciones (revision Nombela et al., 2006).

El consorcio europeo Galar Fungail, reuniendo todos los datos correspondientes
a los componentes de la pared celular, ha desarrollado un modelo de la organizacion y

ensamblaje de la pared celular de C. albicans, que podemos observar en la figura 1.14.

-2

o _E
m_m_H

Figura 1.14. Esquema propuesto por el consorcio europeo Galar Fungail | para la pared celular de
C. albicans. Esta constituida por una red de B-1,6- y f-1,3-glucano y quitina. NCL-CWP (non covalently
linked protein), extraible con SDS. RAE-CWP (reducing agent extractable), extraibles con un
tratamiento con B-mercaptoetanol. ASL-CWP (alkali sensitive linkage cell wall proteins), extraibles con
un tratamiento suave con alcali. GPI-CWP (glycosylphosphatidylinostol cell wall proteins), extraibles

con un tratamiento con HF-piridina o por digestién con laminarinasa o zimoliasa.
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Las proteinas se pueden extraer de la pared mediante diferentes tratamientos

tanto quimicos como enzimaticos:

Tratamiento con SDS para extraer las proteinas no retenidas covalentemente a la

pared celular (Valentin et al., 1984).

Tratamiento con B-ME para extraer las proteinas unidas por puentes disulfuro a

otras proteinas (Popolo et al., 2008).

Tratamiento con NaOH para extraer las proteinas retenidas covalentemente
a la pared por enlaces sensibles al alcali (Ruiz-Herrera et al., 2002;
Garcera et al., 2003).

Tratamiento con endo B-1,3-glucanasa o con endo -1,6-glucanasa que rompen

el B-1,3-glucano y el B-1,6-glucano respectivamente (Kapteyn et al., 2000).

Tratamiento con acido fluorhidrico-piridina (HF-piridina) acuoso o con
fosfodiesterasas para extraer las proteinas unidas mediante un anclaje GPI
(Kapteyn et al., 1994; Klis et al., 2001).

Tratamiento con quitinasa que rompe la unién de la quitina con el §-1,6-glucano
(Marcilla et al., 1991).

Tratamiento con zimoliasa que desestabiliza toda la pared celular
(Chaffin, 2008).

1.6. MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES.

Una vez las proteinas de la pared celular han sido sintetizadas, pueden suceder

varios acontecimientos post-traduccionales para hacerlas totalmente funcionales y

conducirlas a la superficie celular donde seran ancladas para realizar su papel especifico.
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Entre las modificaciones postraduccionales podemos destacar:

1. Senalizacion.

2. O-glicosilacion.
3. N-glicosilacion.
4

Adicion y modificacion del resto GPI.

1.6.1. Senalizacion.

Las proteinas que van a la superficie celular poseen en su secuencia un péptido

sefial que las va a dirigir del ribosoma al RE y su entrada en la ruta de secrecion.

El péptido sefial que sera procesado posteriormente por la accion de una proteasa
sefial especifica, se encuentra en el extremo N-terminal de la proteina y se caracteriza
por la presencia de uno o mas aminodcidos con carga, seguido de 6 a 12 aminoacidos
hidrofobicos (Mora-Montes et al., 2008).

1.6.2. O-glicosilacion.

Al igual que sucede con el proceso de N-glicosilacion, O-glicosilacion es un
proceso esencial implicado en gran nimero de propiedades, modulacion de la secrecién,
proporcionar estabilidad y la estructura correcta a las glicoproteinas, etc. De hecho, en
mutantes deficientes en O-glicosilacién se han podido observar diferencias en la

morfologia celular asi como en el desarrollo de hifas (Goto, 2004).

El proceso de O-glicosilacion en levaduras tiene su inicio en el Iimen
del RE por accion de protein-manosiltransferasas (Pmt) (Girrbach et al., 2000) que
transfieren cadenas cortas de manosa desde dolicol-fosfato-manosa a residuos de serina
y/o treonina. En el aparato de Golgi, se afiaden de uno a seis residuos adicionales por
accion de manosiltransferasas (Mnt) y manansintasas (Mnn), aunque normalmente sélo

se aflade un residuo mediante union a (1,2) (Lussier et al., 1999).

En C. albicans, la familia de proteinas Pmt incluye cinco isoformas (Pmtl, Pmt2,
Pmt4, Pmt5 y Pmt6). En funcion de su homologia con las de S. cerevisiae se han
clasificado en tres grupos: (i) Pmtl y Pmt5, (ii) Pmt2, Pmt6 y (iii) Pmt4
(Ernst y Prill, 2001).
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La O-glicosilacion mediada por Pmts no solo modifica a proteinas de secrecion
y pared celular, sino que también estd implicada en el dimorfismo y en la resistencia a
distintos antifungicos. Se ha demostrado la disminucion del nimero de manoproteinas
en la pared celular, asi como una mayor sensibilidad a antifungicos en cepas mutantes
pmtl y pmt4, mientras que en cepas en la que se realizd la doble disrupcion de un
mismo gen no fueron viables. Ademas las proteinas Pmt estdn implicadas en procesos
de miceliacién debido a que en todas las cepas mutantes se han visto cambios a
excepcion del mutante pmt5, e incluso en cepas pmtl, pmt2 y pmt6 se apreciaron
cambios en el mutante heterocigotico en condiciones de induccion de la miceliacién
(Prill et al., 2005).

La transferencia de unidades de manosa utiliza GDP-manosa como sustrato y
tiene lugar en el aparato de Golgi siendo catalizado por manosil transferasas
(Proteinas Mnt). EI GDP es hidrolizado por una GDP-asa, codificada por el gen GDAL.
La interrupcion de este gen en C. albicans provoca una disminucion del 90% de la
capacidad de hidrolizar GDP. ElI mutante presenta alteraciones en la O-manosilacion y
una reduccidn en el contenido de fosfato de la pared celular, asi como alteraciones en la
formacion de micelio (Herrero et al., 2002). Con el objetivo de conocer cual son los
sustratos utilizados por las enzimas manosil transferasas, se expresaron las formas
recombinantes de Mntl, Mnt2 y Mnt5 en Pichia Pastoris y se caracterizé la actividad
enzimatica. A la vista de los resultados, éstos sugieren que en C. albicans, Mntl y Mnt2
podrian intervenir en la transferencia del cuarto y quinto residuo de manosa a la cadena
O-manosilada y Mnt5 intervenir en la adicion de los residuos de manosa a la segunda

cadena N-glicosilada (Diaz-Jiménez et al., 2012).

1.6.3. N-glicosilacion.

La N-glicosilacion de proteinas es un proceso indispensable en todas las células
eucariotas y algunas procariotas. Este enlace consiste en la union de una molécula de
dos unidades de N-acetilglucosamina (quitobiosa) a un residuo de asparagina de la
proteina (Figura 1.15), que puede ser prolongada con mas de 150 residuos de manosa
(Ballou, 1990). La secuencia proteica consenso para que se den este tipo de enlaces es
Asn-X-Thr/Ser, donde X es cualquier aminoacido excepto prolina (Varki, 1999). La
unidad de quitobiosa se encuentra unida a un ndcleo interno que consta de 8 a 15

residuos de manosa que en muchos casos puede ser alargado con una cadena externa
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altamente ramificada, constituida por hasta 150 residuos de a-1,6-manosa, de la que
derivan ramificaciones mas cortas de a-1,2-manosa que terminan en residuos de
a-1,3-manosa; ademas, algunas moléculas de manosa pueden encontrarse fosforiladas a

través de enlaces manosilfosfodiester.

Figura 1.15. Modificaciones postraduccionales: A) O-glicosilacion y B) N-glicosilacion de proteinas
de pared celular en Candida albicans. Las proteinas Pmt son las responsables de la adicién del primer
residuo de manosa; M: manosa, AA: aminoacido, S: serina, T: treonina, NAGA: N-acetilglucosamina,
N: Asparragina, P: fosfato.

Este proceso se inicia en el RE, mediante la transferencia co-traduccional del
ndcleo oligosacaridico (GlcsMangGIcNAc,) desde el dolicol-pirofosfato a la amida de la
asparagina susceptible de N-glicosilacion, catalizado por la accién del complejo N-
oligosacaril transferasa. Una vez unidos los residuos de glucosa, éstos son eliminados
por la glucosidasa 1 (elimina la glucosa terminal unida por enlace o-1,2) y la

glucosidasa Il (que elimina las glucosas unidas por enlace a-1,3).
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La importancia de este tipo de glicosilacion para la viabilidad de las células ha
sido demostrada con los mutantes ochl que son sensibles a la temperatura presentando
defectos en el crecimiento. Ademaés, los mutantes ochl presentan una disminucion de la
virulencia segun se ha demostrado en modelo murino en infeccion sistémica
(Bates et al., 2005).

La N-glicosilacion de proteinas de la pared celular es importante en la activacion
inmune del hospedador, porque restos glicosidicos parecen ser esenciales en la
modulacion de la inmunidad epitelial y la induccién de apoptosis, pudiendo generar

ambos la patogénesis fungica in vivo (Wagener et al., 2012).

1.6.4. Adicién y modificacion del resto GPI.

En hongos, las proteinas GPI pueden encontrarse incorporadas covalentemente a
la pared celular o bien permanecer unidas a la membrana plasmatica. Estas proteinas
participan en la biosintesis de la pared, en su remodelacion, pueden determinar su
hidrofobicidad o antigenicidad y algunas poseen un papel importante en adhesion y
virulencia (Hoyer, 2001; Klis et al., 2001; De Groot et al., 2003).

El resto GPI se une a la region carboxi terminal de algunas proteinas de la pared
celular. Dicha region carboxi debe presentar una region hidrofobica terminal y tres
amino&cidos consecutivos de cadena corta a una distancia de 10-12 amino&cidos,
encontrandose el lugar de corte y anclaje de GPI entre el primer y segundo aminoacido
(Chaffin, 2008).

El enlace GPI esta formado por una molécula de mioinositol, una unidad de
N-acetilglucosamina, tres unidades de manosa y una molécula de fosfoetanolamina que
conecta el enlace GPI a la proteina (Tiede et al., 1999) (Figura 1.16). La transferencia
del resto GPI a las proteinas tiene lugar en el lumen del RE y esta catalizada por el
complejo GPI transamidasa (Hong et al., 2003). Los anclajes GPI se encuentran en
todas las células eucariotas, incluyendo levaduras unicelulares, parasitos y células de

mamiferos (Browman et al., 2006).

46



INTRODUCCION

+/-Mana1

N

Mana1 —2Mana1 —2Mana1l oY

P 6Mana1 —4GIcNH2a1 — 6mio-inositol
+/-Mana1

Figura 1.16. Estructura del enlace glicosil fosfatidil inositol (GPI) de proteinas de levaduras.
EtNH, etanolamina; (P) fosfato; Man, manosa; (Adaptado de Sipos et al., 1995).

Actualmente se ha sintetizado una molécula denominada gepinacina que actua
como un inhibidor selectivo de Gwtl, una aciltransferasa necesaria para la biosintesis
del enlace GPI en hongos. Se ha demostrado que su uso no afecta en manera alguna a la
viabilidad de células de mamifero y por tanto podria llegar a ser una alternativa mas en

terapia antifungica (McLellan et al., 2012).

1.7. OBJETIVOS Y JUSTIFICACION DEL TRABAJO.

C. albicans es la especie que se encuentra con mayor frecuencia como patégeno
humano y por ello es la mas estudiada y utilizada como modelo de investigacion en
relacién a otras especies. Ademas, la incidencia de infecciones producidas por Candida
se ha incrementado en los ultimos afios, observandose paralelamente un aumento

significativo de la morbilidad y mortalidad como consecuencia de estas infecciones.

La pared celular fungica es la estructura mas externa de la célula, responsable de
su rigidez, de su morfologia caracteristica y participa en el reconocimiento especifico y
adhesion a los tejidos del hospedador. Se considera una caracteristica diferencial
importante entre células eucariotas humanas y fungicas, convirtiéndola en una diana
ideal para el ataque selectivo con farmacos que produzcan una menor toxicidad para los
pacientes. Las manoproteinas son un componente esencial en la estructura de la pared
celular y son responsables de funciones capitales tales como ensamblaje, remodelacion,

transferencias de informacién al nucleo, etc., de ahi el interés de su estudio.
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El presente trabajo tiene como objetivo el estudio de los siguientes aspectos
relacionados con un mejor conocimiento de la biologia de la pared celular de
C. albicans: (i) identificar nuevas proteinas utilizando tecnologias diferentes a las
empleadas en estudios previos y especificamente aquellas que se liberan con agentes
reductores y/o en soluciones alcalinas debiles, (ii) identificar las proteinas de la pared o
su falta en condiciones de estrés quimico y osmético, o en mutantes deficientes en
alguna proteina especifica de la pared celular y (iii) estudiar en detalle las proteinas
idenficadas. En este apartado se estudiara en detalle las caracteristicas bioquimicas del

antigeno reconocido por el anticuerpo 3H8.
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MATERIALES Y METODOS

I1.1. MICROORGANISMOS Y PLASMIDOS EMPLEADOS.

11.1.1. Levaduras.

Las cepas de C. albicans empleadas en este trabajo, asi como sus caracteristicas

y procedencia, se detallan en la tabla I1.1.

epa enNotipo O O a
SC5314 Silvestre Gillum et al., 1984
CAl4 ura3A::imm434/ura3A::imm434 SC5314 Fonzi e Irwin, 1993
GCAl/gcal gealA::FRT/GCAI SC5314 Este trabajo
gcal/gcal gealA::FRT/gcalA::FRT GCAl/gcal Este trabajo

ura34::imm434/ura34::imm434 .
pgal3/pgal3 pgal3A. hisG/pgaldA::hisG CAl4 Gelis et al., 2012
ura34::imm434/ura34::imm434 T. doctoral
pga3l/pga3l pga3l4.:hisG/pga3la::hisG CAl4 (Gelis, S.)
ura34::imm434/ura34::imm434
pga26/pga26 00a264:-hisG/pga26:-hisG CAl4 Laforet et al., 2011
PIR1/pirl pirld::FRT/PIRI SC5314 Nuestro grupo de
investigacion.
ura34::imm434/ura34::imm434
CNC64-1 englLA:-hisG/eng1LA: hisG CAl4 Esteban et al., 2005
ura34::imm434/ura34::imm434
hisl4::hisG/Hisl
CEC668 arg44::hisG/argdA::hisG SC5314 Firon et al., 2007
RPS10/RPS10::URA3
sun424::SAT2A/sun424::ARG4
ura34::imm434/ura34::imm434
his14::hisG/hisl14::hisG .
pga45/pgads argh::hisG/argdA::hisG BWP17 Plaine et al., 2008
pgad54::hisG/pgads4::hisG
ura34::imm434/ura34::imm434
NGY355 pmrlA4::hisG/pmrl4::hisG NGY98 Bates et al., 2005a
RPS1/rpsl4::Clpl0
ura34::imm434/ura34::imm434
NGY357 ochl4::hisGlochlA::hisG NGY205 Bates et al., 2005b
RPS1/rpsiA::CIpl0
ura34.:imm434/ura34::imm434
mnt1l-mnt24::hisG/mnt1-
NGY111 NGY110 Munro et al., 2005

mnt24::hisG-URA3-hisG
RPS1/4rps1::Clpl0
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ura3d4::imm434/ura34::imm434
mnn4A::hisG/mnn4A.::hisG

CDH15 RPS10:-URA3 CAl4 Hobson et al., 2004
RPS1/rpsiA::Clpl0
ura34::imm434/ura3A4::imm434
pmt6A::hisG/pmt6A::hisG ) .
PP46-428 OMtA:-hisG-URA3- CAP2-2391  Prill et al., 2005
hisG/pmt4A::hisG
ura3A::imm434/ura34::imm434
pmtl4::hisG/pmtl4::hisG ) .
CPP117 DIMEBA:-hisG/pmt6A:-hisG- CAP1-3121 Timpel et al., 2000
URA3-hisG
his1l4/his14, leu24/leu24 Noble v Joh
arg4d/argdA oble 'y Jonhnson
SN152 ura3/ura3::imm** CAl4 (2005)
IROY/irol4: :imm™**
0rf19.127324::C.dublHIS1/
QA 0rf19.127324-:C.maltosaLEU2  SN\122 N etel, 2000
rot114::C.dublHIS1/
NP77-2 rotl14--C.maltosal EU2 SN152 Noble et al., 2010
iff114::C.dublHIS1/
1B15-1 i£6114--C.maltosal EU2 SN152 Noble et al., 2010
msb24::C.dublHIS1/
CO56-4 msh24--6 maltosal EU2 SN152 Noble et al., 2010
0rf19.23364::C.dublHIS1/
SR 0rf19.2336::C.maltosaLEU2 ~ SN122 Nz etel, 2000
i sap84::C.dubIHIS1/
IF17-3 sap8.1::C.maltosal EU2 SN152 Noble et al., 2010
ecml44::C.dublHIS1/
BY54-5 ecmld--C.maltosal EU2 SN152 Noble et al., 2010
pral4::C.dublHIS1/
FJS26 oral::C.maltosal EU2 SN152 Noble et al., 2010
: sap984::C.dublHIS1/
L586-1 sap984::C.maltosal EUZ SN152 Noble et al., 2010
cda24::C.dublHIS1/
LQ71-1 cdazA--C.maltosal EU2 SN152 Noble et al., 2010
CV53-7 sun414::C.dublHIS1/ SN152 Noble et al., 2010

sun414::C.maltosaLEU2
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bgl24::C.dublHIS1/

FB63-1 bgl24::C.maltosaLEU2

SN152 Noble et al., 2010

plb24::C.dublHIS1/

JIHLS plb24::C.maltosaLEU2

SN152 Noble et al., 2010

rbelA::C.dublHIS1/
J004-2 rbeid--C.maltosal EU2 SN152 Noble et al., 2010

wsc4A::C.dublHIS1/

BC40-3 wscdA::C.maltosalL EU2

SN152 Noble et al., 2010

0rf19.13924: -C.dublHIS1/
HU63-1 0rf19.13924:-C.maltosal EU2 S22 Noble et al., 2010

msb24::C.dublHIS1/
FU32-1 mshoA-C.maltosal EU2 SN152 Noble et al., 2010

tos14::C.dublHIS1/
tosl/tosl tos14+-C.maltosal EU2 SN152 Noble et al., 2010

kex2A4::C.dublHIS1/
kex2/kex2 kex2--C.maltosal EU2 SN152 Noble et al., 2010

rbt44::C.dublHIS1/
rbt4/rbt4 vbtdA-C.maltosal EU2 SN152 Noble et al., 2010
ura3A::imm434/ura3A::imm434
RLVCA96 MP65::hisG/MP65::hisG, RLVCA35A Sandini et al., 2007
RPS1/rpsl4::Clpl0
ura3A::imm434/ura3A::imm434

1467 AIsIA/alsIA-URA3 1417 Zhao et al., 2004

Tabla I1.1. Cepas de C. albicans.
11.1.2. Bacterias.

Las caracteristicas de la cepa de Escherichia coli empleada en este trabajo se

detalla en la tabla 11.2

Genotipo Referencia
F, ¢80, lac4M15, recAl, endAl, gyrA96, thi-
DH5a 1, (rK-, mK-), supE44, relAl, deoR, Hanahan, 1985

A(lacZYA-argF)U169

Tabla 11.2. Cepa de E. coli empleada.

53



MATERIALES Y METODOS

11.1.3. Plasmidos.

Los plasmidos empleados como herramientas de trabajo en las diferentes etapas
de interrupcion del gen GCA1 se detallan en la tabla 11.3.

Pla ao e DCIO Refere A
pClone-Jet Amp Fermentas
DSES2A Clo~, con los genes Ca}SATl y CaFLP vy las Reuss et al.,
secuencias de reconocimiento FRT 2004

pClone-Jet con el fragmento de 471 pb de la
region 5° del gen GCAL

pClone-Jet con el fragmento de 562 pb de la
region 3’ del gen GCAL

pSFS2A con el fragmento de 471 pb de la
region 5’ del gen GCAl

Plasmido con el casete de interrupcion
compuesto por los genes CaSAT1 y CaFLP, .
PADG las secuencias FRT y los fragmentos de Este trabajo
homologia F1 y F2 del gen GCAl

pClone-Jet-F1 Este trabajo

pClone-Jet-F2 Este trabajo

pSFS2A/F1 Este trabajo

Tabla 11.3. Plasmidos utilizados y construidos en este trabajo.

11.2. MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO.

11.2.1. Cultivo de levaduras.

Todos los medios utilizados en este trabajo, fueron preparados en agua destilada
y se esterilizaron en autoclave a 120°C durante 20 min. Los medios sélidos contenian

ademas agar al 2%.

Cuando fue necesario, se suplementaron con aminoacidos a las concentraciones

adecuadas, partiendo de soluciones originales estériles (Sherman et al., 1986).

Los cultivos en medio liquido se realizaron en matraces del tipo Erlenmeyer de
vidrio con un volumen de medio no superior a un cuarto del volumen total. La
incubacion se realiz6 a 28°C y 150 rpm en un agitador orbital (Orbi-Safe, SANYO),
salvo en los casos en los que se quiso inducir la morfologia de micelio, en los que las
celulas fueron incubadas a 37°C.

La composicion de los medios de cultivo se detalla a continuacion:
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MEDIO YPD (Yeast extract Peptone Dextrose):

Medio rico que contiene todas las sales minerales y vitaminas necesarias para el

crecimiento de levaduras.

Peptona 2%
Glucosa 2%
Extracto de levadura 1%

Las cepas de C. albicans se mantuvieron mediante resiembras periodicas en agar
YPD, y es usado de manera rutinaria en el trabajo de laboratorio en forma solida en

placay liquida en tubo.

MEDIO YPM (Yeast extract Peptone Maltose):

Medio utilizado en los pasos de transformacion en que fue necesaria la pérdida

del casete que contenia el gen marcador de sensibilidad a nourseotricina.

Peptona 2%
Maltosa 2%
Extracto de levadura 1%

MEDIO SD o YNB (Synthetic Dextrose 0 Yeast Nitrogen Base):

Medio selectivo que contiene solamente una fuente de nitrogeno, por ello no
permite el crecimiento de cepas auxotréficas. Se utiliza para el crecimiento de
transformantes que hayan incorporado el gen marcador que complementa una

auxotrofia, bien mediante la integracion de un plasmido o un casete de interrupcién.

Base nitrogenada de levadura sin aminoacidos 0.17%
Sulfato amdnico 0.5%
Glucosa 2%

En los ensayos de filamentacion en medio solido, se emplearon distintos medios:
medio Spider (Liu et al., 1994), medio YE-Pro y medio Lee. La composicion de estos

medios se detalla a continuacion:
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MEDIO DE LEE:

Desarrollado por Lee et al. (1975) y modificado por Elorza et al. (1988).

(NH4),S0O4 0.5%
MgS0,.7H20 0.02%
K,HPQO, (anhidro) 0.25%
NaCl 0.5%
Glucosa 1.25%
Prolina 0.05%
Biotina 0.0001%

El pH final del medio se ajusté a 6.8 con NaOH.

MEDIO SPIDER:

Manitol 1%
Caldo nutritivo 1%
KoHPO, 0.2%
Agar 2%
MEDIO YE-Pro:
Extracto de levadura 0.1%
Prolina 0.01%
Agar 2%

11.2.2. Cultivo de bacterias.

Los medios utilizados para el crecimiento de E. coli fueron descritos por
Sambrok et al. (1989). Los medios se prepararon con agua destilada y fueron

esterilizados en autoclave.

Los cultivos de las cepas de E. coli se incubaron a 37°C en medio LB

(Luria-Bertani), cuya composicion:
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MEDIO LB (Luria Bertani):

Tripticasa peptona 1%
Extracto de levadura 0.5%
NaCl 1%

El pH final se ajusté a 7.4 con HCI. Para los medios solidos se afiadio agar
al 2%. Los cultivos de las cepas de E.coli se incubaron a 37°C en un agitador orbital a
200 rpm.

La seleccion de transformantes se llevo a cabo en el mismo medio adicionado de
cloranfenicol a 30 pg/ml (LB-Clo) o ampicilina a 50 pg/ml (LB-Amp) segun el vector
utilizado para la transformacion, es decir, para el vector comercial pClone-Jet se utilizo

el medio LB-Amp y para el vector con el casete de disrupcién pSFS2, el medio LB-Clo.

11.3. TRANSFORMACION DE CELULAS CON ADN EXOGENO.

11.3.1. Transformacién de bacterias.

La transformacion en células competentes de E.coli se realiz6 siguiendo el
método descrito por Hanahan (1985), segun el cual se requiere un tratamiento previo en
el que las células de E. coli de partida se hacen quimio-competentes para la

incorporacion de moléculas de ADN foraneo.
11.3.1.1. Obtencién de células competentes con cloruro de calcio.

Para la obtencidn de células competentes se inocularon 100 ml de medio LB con
500 pl de un precultivo, y se incubaron a 37°C hasta alcanzar una D.O.g00nm = 0.6

medido en un espectrofotémetro Graphicord (Shimadzu®).

Las células se recogieron por centrifugacion a 6000 xg durante 10 min a 4°C, y
se resuspendieron en 20 ml de una solucion fria de CaCl, 100 mM / MnCl, 70 mM /

acetato sddico 40 mM, pH 5.5, manteniéndose el conjunto a 4°C durante 45 min.

Posteriormente, se recogieron por centrifugacion a 6000 xg durante 5 min a 4°C,
se resuspendieron en 5 ml de la solucion anterior fria y se adicionaron 940 pul de glicerol
estéril al 80% para su conservacion en alicuotas de 100 a 500 ul a -80°C.
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11.3.1.2. Transformacion de celulas competentes de E. coli.

Para realizar la transformacion, las células competentes se descongelaron
suavemente, manteniéndolas en hielo durante 10 min. Una vez descongeladas, se
afiadieron 100 pl de células competentes sobre el ADN transformante a 0°C y se
mantuvieron en hielo durante 30 min. Pasado este tiempo, las células se sometieron a un
choque térmico calculado para cada cepa (2 min a 42°C para E. coli DH5a), ¢
inmediatamente después, se pusieron en hielo durante 2 min. Mediante este
procedimiento las células competentes internalizan el ADN exo6geno. Tras el choque
térmico, se adicionaron 0.8 ml de LB al tubo con las células transformadas y la mezcla
se incub6 a 37°C durante una hora, con objeto de que las células transformadas

expresaran la resistencia al antibiético correspondiente.

Pasado este tiempo, las bacterias se recogieron por centrifugacion
(5000 xg, 5 min) y se resuspendieron en 200 ul de LB fresco. La seleccion de los
transformantes se llevé a cabo sembrando la suspension bacteriana en placas de medio
LB con el antibi6tico correspondiente. Las placas se incubaron a 37°C hasta la aparicion
de colonias (24 h).

11.3.2. Transformacion de levaduras.

Para la transformacion integrativa en C. albicans se utilizd el método de
Reuss et al. (2004), que consiste en lo siguiente:

A partir de un precultivo en fase estacionaria en YPD de la cepa de C. albicans
a transformar se tomaron 50 pl y se inocularon en 50 ml de medio YPD fresco y
crecidas a 28°C durante toda la noche hasta una D.O.goonm = 1.6-2.2 medido en un
espectrofotémetro  Graphicord  (Shimadzu®). Se recogieron las células por
centrifugacion a 2000 xg durante 5 min y se resuspendieron en 8 ml de agua estéril. Se
afiadié a la suspension celular 1 ml de tampon TE 10X (100 mM Tris-HCI, 10 mM
EDTA, pH 7.5) y 1 ml de acetato de litio 1 M. La suspension fue incubada en agitacion
a 30°C durante 1 ha 150 rpm.

Posteriormente se afiadieron 250 pl de DTT y se incub6 durante 30 min més en
las mismas condiciones. Después las células se lavaron dos veces con agua fria y se

recogieron por centrifugacién a 2000 xg a 4°C durante 5 min. Se hizo un lavado con
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sorbitol 1 M frio con poco volumen (5 ml). Seguidamente se recogieron las células
electrocompetentes y se resuspendieron con 50 ul de sorbitol 1 M frio manteniéndose
las células en hielo.

Se tomaron 40 pl de la suspension de células a las que se afiadio el casete de
disrupcion cortado con las enzimas de restriccion adecuadas, y fue purificado
previamente por electroforesis y elucion en columna (Gel Extraction Kit). EI ADN a
integrar se afiadio muy concentrado (1,5 pg/ul). Finalmente se procedié al proceso de
electroporacién, mediante el empleo de una cubeta de 0.2 cm (BioRad®) y a 1.8 kV, en

un electroporador modelo GenePulser de BioRad®.

Después de la electroporacion, las células fueron lavadas con 1 ml de sorbitol
1 My resuspendidas en 1 ml de YPD e incubadas durante 4 h a 28°C en agitacion suave.
Las células fueron sembradas a continuacion, en placas de YPD conteniendo 200 pg/ml

de nourseotricina e incubadas a 28°C hasta la aparicion de colonias (72 h).

11.4. OBTENCION Y PURIFICACION DE ADN.

11.4.1. Obtencion de ADN plasmidico de E. coli.

La cepa de la que se tenia la intencion de obtener el plasmido fue inoculada en
5 ml 0 50 ml (segun la cantidad de plasmido a querer obtener) de medio LB, y se afiadid
ampicilina o cloranfenicol segin el marcador de resistencia albergado por el vector
(véase Tabla 11.3). Tras dejarlo incubar 24 h, se recogieron las células por
centrifugacion (5000 xg, 5 min) y se obtuvo el ADN plasmidico usando el
High pure plasmid isolation Kit (Roche®) siguiendo las instrucciones del fabricante.

11.4.2. Obtencion de ADN gendmico de C. albicans.

Para el analisis rapido de transformantes de C. albicans se utiliz6 el método de
Fujimura y Sakuma (1993). Se partio de 5 ml de cultivo crecido durante 24 h en YPD a
28°C y 110 rpm; las células fueron recogidas por centrifugacion (10000 xg, 10 min) y
lavadas con agua destilada estéril. Seguidamente, se resuspendieron las células en
200 pl de tampdn de lisis (EDTA, Tris-HCI, SDS, Triton X-100 y NaCl). Las células se
rompieron adicionando a la suspension 0.3 g de perlas de vidrio de 0.45 mm de

diametro (Sigma®) y sometiéndolas a agitacién vigorosa en agitador vértex realizando
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4 ciclos de 50 s alternado con 1 min en hielo. Una vez obtenidas las células rotas se
incubaron 10 min a 70°C para inactivar la accion de las ADNasas. A continuacion, se
agitaron rapidamente en vortex y se adicionaron 200 pl de AcK 4M y 150 ul de

NaCl 5M, y tras agitar nuevamente la mezcla se mantuvo en hielo 20 min.

Tras una centrifugacion a 10000 xg durante 20 min, se recogio el sobrenadante
cuidadosamente, afiadiéndole a continuacion un tercio de volumen de PEG 6000 al 30%
en tampén TE (10 mM Tris-HCI pH 7.5, 1 mM EDTA pH 8.0). Se mezcld
vigorosamente y se incub6 en hielo durante 10 min para favorecer la precipitacion del
ADN genomico. El sedimento se separ6 por centrifugacion a 10000 xg durante 10 min'y
fue resuspendido en 300 pl de agua o tampdén TE. Posteriormente se realizaron dos
extracciones con fenol:cloroformo:isoamilico (25:24:1) tomandose la fase acuosa que
contenia el ADN.

El ADN purificado se precipit6 con 1/10 volimenes de NH;Ac 4 My
3 volimenes de etanol absoluto durante 1 h a -70°C. Finalmente se centrifugd a
10000 xg durante 10 min, se secd al vacio y se resuspendié en 50 ul de H,O. Este ADN

se us6 posteriormente para realizar comprobaciones por PCR.

11.5. TRATAMIENTO ENZIMATICO DE ADN.

11.5.1. Digestion con endonucleasas de restriccion.

Las condiciones empleadas para el uso de las enzimas de restriccion fueron las
recomendadas por las distintas casas comerciales proveedoras (Roche®, Fermentas® y
GE Health Care®). Siempre se utilizé como tampén de reaccién el suministrado por el
proveedor y para el caso de una reaccion de digestion con dos endonucleasas de
restriccion, se uso el mas adecuado segun el fabricante o tampones “universales” como

el tampén Tango (Fermentas®) o el “one for all” (GE Healthcare®).

Si las enzimas necesitaban diferentes concentraciones de este tampon se
adiciono primero la enzima que actuaba con menor fuerza iénica y, una vez concluida

esta primera digestion, se adiciond la segunda enzima.
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Si se debia realizar una reaccion de digestion con dos endonucleasas de
restriccion, la temperatura variaba entre las dos enzimas si no eran compatibles, primero
se realizaba la digestion con el enzima y su correspondiente tampon de menor
temperatura requerida, y a continuacion la digestion con el segundo enzima y su

correspondiente tampon a la temperatura necesaria.

11.5.2. Ligacion de ADN con ligasa de T4.

Las reacciones de ligacion se llevaron a cabo principalmente para subclonar
fragmentos de ADN en plasmidos. Los fragmentos de ADN digeridos con enzimas de
restriccion se mezclaron en la proporcién molar vector:inserto 1:10. EI volumen total de
reaccion fue 20 pl que se completaron con agua estéril y se llevaron a tubos de T4 ADN
Ligase Ready to Go™ (GE Healthcare®) que inclufan liofilizadas las cantidades de
tampon, y enzima T4 ligasa para la reaccién. Las reacciones se incubaron a temperatura

ambiente durante un minimo de una hora.

11.6. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR).

Las amplificaciones de fragmentos de ADN se realizaron por reaccion en cadena de la
polimerasa (a partir de aqui PCR, por Polymerase Chain Reaction) utilizando

oligonucleo6tidos especificos flanqueantes de la zona que se deseaba amplificar.

11.6.1. Disefio de oligonucledtidos.

Para el disefio de oligonucledtidos especificos se siguieron las recomendaciones
de Saiki (1989). Basicamente se tomaron secuencias de 20 nucleétidos, con un 50 % de
C y G. Se evitaron secuencias palindrémicas, y se procur6 que el oligonucleétido
sintetizado tuviera en el extremo 3° la secuencia CC, GG o GC.
La secuencia de los oligonucledtidos vya disefiados se introdujo en
el programa informatico on-line “Oligo Calc: Oligonucleotide Properties Calculator”
(http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html) ~ para  estudiar  sus
caracteristicas y confirmar que cumplia con los requisitos citados. En la tabla 11.4 se
muestran los oligonucledtidos empleados en este trabajo, los nucleétidos subrayados
corresponden a secuencias disefiadas para corte de endonucleasas de restriccion

seleccionadas.
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Oligo eotlao ecue a € 0
a addo
F1-5° GAGAGGTACCTGCTTCCATTCTTCATGGAGTTCG Kpnl
F1-3° GAGACTCGAGAATAAGTTCCTGTTTGGGGGGG Xhol
F2-5° GAGAGCGGCCGCGCAGGTTCGTGACCATCTTGAA Notl
F2-3° GAGAGAGCTCTGACAGAAAGGCTTTGACTGGG Sacl
FSAT5 ATGAAAATTTCGGTGATCCCTGAGC -
Ext-3° TTGTGTCCGGTTCTAAAACGCC -

Tabla 11.4. Oligonucleétidos utilizados en este trabajo.
11.6.2. Condiciones de reaccion.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se realiz6 en un termociclador
Minicycler (MJ Research®). El contenido de cada tubo de reaccién fue el siguiente: se
usé entre 0.25 y 2 unidades de la ADN polimerasa EcoTaq Plus (Ecogen®) con el
tampon suministrado en el kit, 0.25 mM de la mezcla de dNTPs, 0.4 uM de cada
oligonucle6tido cebador y se usé entre 10 y 100 ng del ADN molde. El volumen final

de reaccion fue de 25 ul 6 50 ul en funcion del experimento.

El programa usado en el termociclador consiste en un primer paso de
desnaturalizacion del ADN a 94°C durante 2-5 min. Seguidamente se pasa a una
repeticion de 30 ciclos con un paso de desnaturalizacion a 94°C durante 30 s seguido de
un paso de hibridacion de 30 s a la temperatura seleccionada para este fin y un Gltimo
paso de elongacion a 72°C durante un tiempo de 1 min por cada 1 kb. Se seleccioné la
temperatura de fusién (Tm) indicada por el fabricante como temperatura de hibridacion

del oligonucleétido cebador, o bien se calculé mediante la formula:
T2 fusion — 2X (A/T) + 4X (C/G)

Donde: T2 hibridacion = T2 fusién - 9°C.

11.7. ELECTROFORESIS DE ADN EN GELES DE AGAROSA.

Los fragmentos de ADN obtenidos por digestion con endonucleasas de
restriccion pueden separarse mediante electroforesis en geles de agarosa ya que debido a
su carga negativa, migran hacia el polo positivo. La movilidad de fragmentos lineales de

ADN depende de su tamafio, siendo independiente de la composicion en bases. Asi pues,
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la separacion de fragmentos de ADN se realizo en geles de agarosa SeaKEM LE (FMC
Bioproducts®) en una concentracion variable entre el 0.8 y 1.2% en funcién de los
fragmentos que se querian separar, en el tampén de electroforesis TAE
(Tris-acetato 40 mM, pH 8.3; EDTA 1 mM). La electroforesis se llevd a cabo
horizontalmente en una cubeta con el gel sumergido en tampon TAE y a un voltaje

constante de entre 60 y 90 V.

Antes de realizar la electroforesis, la muestra a separar se mezcldé en una
proporcién 1:6 con una solucion de azul de bromofenol al 0.025% vy glicerol al 40% en
tampon TAE (para visualizar el frente de la electroforesis y aumentar la densidad de la
muestra). Paralelamente se corri0 una muestra de marcadores de peso molecular
obtenidos mediante la digestion del ADN del fago Agt 11 con las enzimas de restriccion
EcoRI y Hindlll (Fermentas®).

Terminada la electroforesis el ADN era visualizado, tras una tincion de 10 min
en bromuro de etidio (BrEt, 10 pg/ml), en un transiluminador de luz ultravioleta
Spectroline® (360 nm). Las fotografias de los geles se tomaron con un equipo

GelPrinter Plus®.

11.8. PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE ADN EN GELES DE
AGAROSA.

Las muestras de ADN que contenian los fragmentos a purificar eran separadas
en geles de agarosa de bajo punto de fusion (SeaKEM GTG) y utilizando condiciones

de electroforesis suaves (voltaje entre 60 y 80 V).

Tras la electroforesis y la identificacion de los fragmentos a la luz ultravioleta
(en transiluminador Spectroline®), las bandas de interés fueron cortadas del gel lo més
rapidamente posible para evitar alteraciones por la luz ultravioleta. Posteriormente se
eluyeron utilizando el sistema Agarose Gel ADN Extraction Kit (Roche®) o Band

Preparation Kit (GE Healthcare®) siguiendo las instrucciones del fabricante.
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11.9. CUANTIFICACION DE ADN.

Para el célculo de la concentracion y pureza de las muestras de ADN se emple6
un espectrofotémetro GeneQuant 11 de GE Healtcare® que mide la densidad 6ptica a

260 nm vy realiza automaticamente el calculo de la concentracion, empleando la formula:
Az X Factor de conversion = Concentracion (ug/ml).

El factor de conversion depende del tipo de muestra, siendo 50 para ADN de

doble cadena y 40 para el ARN.

11.10. INTERRUPCION GENICA EN C. albicans.

El método de interrupcion génica empleado en este trabajo para la
transformacion integrativa en C. albicans se ha basado en el método de
Reuss et al. (2004).

De este modo, la interrupcion secuencial de los dos alelos del gen de C. albicans
se lleva a cabo haciendo uso de un casete de interrupcion que lleva los genes CaSAT1
(que codifica para la Estreptotricin Acetil Transferasa 1, un gen de resistencia a
antibidticos del tipo estreptomicina) y CaFLP (que codifica para una Flipasa que
permitira eliminar el casete para una siguiente ronda de transformacion). A dicho casete
se le anadi6 a cada flanco, una secuencia de homologia de la zona 5° y 3’,
respectivamente, del gen a interrumpir. Una vez obtenido el casete de interrupcion se
digirié con las enzimas de restriccién adecuadas con el fin de conseguir un fragmento de
ADN lineal para aumentar la eficiencia de la transformacién integrativa.
Aproximadamente 5 pg de casete digerido se utilizaron para transformar la cepa de
C.albicans SC5314 segun el protocolo descrito por Reuss et al. (2004).

Los transformantes obtenidos de cada una de las interrupciones secuenciales se
seleccionaron en placas de medio YPD con nourseotricina en una concentracion de

200 pg/ml, se extrajo su ADN gendmico y se comprobaron por PCR.

Tras esta transformacion, las cepas identificadas por PCR como mutantes se
sembraron en medio YPM para que se expresara el gen CaFLP que se encuentra en el

casete de disrupcion. De esta manera mediante la accion de las flipasas se procede a la
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eliminacion del casete. Una alicuota del medio YPM inoculado con las cepas
disruptantes se sembrd en placas de YPD conteniendo una concentracion de
nourseotricina de 10 pg/ml en las que pudieron aislarse colonias sensibles con un
crecimiento menor a este antibiotico, es decir, se pudo aislar cepas con el gen de interés

interrumpido y sensibles a la nourseotricina.

11.11. ANALISIS DE LAS CEPAS DISRUPTANTES.

Para dilucidar el grado de afectacion de la pared celular de las cepas a estudiar,
se analizo el efecto de diversas sustancias que afectan a la pared celular de C. albicans o
la sintesis de sus componentes: drogas antifungicas o antibidticas y diferentes
concentraciones de estres. Para esto, a partir de cultivos en fase exponencial en YPD de
las distintas cepas a estudiar (SC5314, GCA1H® y GCA1@°) cuya densidad optica
D.O.s00nm Se habia ajustado a 1, se hicieron diluciones decimales hasta 107, y 5 ul de
cada dilucién se gotearon en placas de YPD, que en los casos en que correspondia
contenian concentraciones crecientes de las drogas a analizar. Posteriormente se
incubaron durante 72 h a 28°C, y se observd la capacidad de crecimiento de estas cepas

bajo las diversas condiciones, utilizandose como control a la cepa parental.

11.11.1. Estudio del efecto del blanco de calcofltor, rojo congo y SDS.

Se estudid el efecto de sustancias que afectan especificamente el ensamblaje de
la pared celular o la sintesis de sus componentes, por lo que las distintas cepas a estudiar,
se gotearon en placas que contenian de 25 a 200 pg/ml de rojo congo; de 5 a 80 pg/mi
de blanco de calcofltor, y de 0.01 a 0.06% de SDS.

11.11.2. Estudio de la sensibilidad a choque térmico.

Se analizé el efecto del choque térmico sobre el crecimiento de las cepas
mutantes y se comparé con la cepa parental. Para esto y tal como se describid
anteriormente, se hicieron diluciones decimales hasta 10°y 5 pl de cada dilucién, se
gotearon en placas de YPD. Una vez inoculadas las placas se introducian en una estufa a
55°C para someterlas al choque térmico, y tras periodos de tiempo de 5, 10, 15, 20, 30,

40, 50 y 60 min se pasaban a 28°C y se incubaban durante 2-3 dias.
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11.11.3. Estudio del efecto de estrés osmotico sobre el crecimiento.

Se prepararon placas que contenian concentraciones de 0.4 M, 0.8 M, 1 M y
1.2 M de NaCl; 0.1 M de LiCl y 0.3 M y 0.6 M de CaCl,; y se sembraron las cepas
mediante goteo. Las placas fueron incubadas a 28°C y se estudié la capacidad de

crecimiento de las distintas cepas al someterlas al chogue osmotico.
11.11.4. Estudio del efecto de estrés oxidativo sobre el crecimiento.

Se analizo el efecto del estrés oxidativo sobre las cepas, para esto se prepararon
placas que contenian concentraciones de 4 mM, 6 mM y 8 mM de H,0, y se sembraron
gotas con distintas diluciones de las cepas SC5314, GCA1H® y GCA1@°.

11.11.5. Estudio del efecto de la cafeina.

Se estudio el efecto de la cafeina sobre el crecimiento de las cepas, por lo que se
prepararon placas que contenian concentraciones crecientes de cafeina desde 8 mM
hasta 20 mM con o sin sorbitol 0.5 M.

11.11.6. Estudio de sensibilidad a drogas antifingicas o antibidticas.

Se estudio el efecto de diferentes antifingicos y antibidticos. Para ello se
prepararon placas que contenian: 2 a 8 pg de anfotericina B; 0.5 y 1 pug de ketoconazol;

2,4, 6y 8 ug de tunicamicina.

11.12. MICELIACION EN MEDIO SOLIDO.

Cultivos de las cepas obtenidas en medio YNB fueron recogidos a 3500 xg
durante 10 min y su D.O.g00nm S€ ajustd a 1. Se hicieron diluciones decimales seriadas y
se plaquearon 100 pl de las diluciones 10y 10 (alrededor de 100 células) en placas de
los medios de miceliacion: Lee, YE-Pro, YNB-suero y Spider. Las placas se incubaron
7 dias a 37°C. Las colonias fueron observadas con un microscopio de lupa, Nikon 5MZ
1500® v las fotografias tomadas con una Niko Digital SIGHT DS-Fi®.
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11.13. OBTENCION Y REGENERACION DE PROTOPLASTOS.

Los protoplastos se obtuvieron siguiendo el protocolo descrito por
Elorza et al. (1988). Las células crecieron por la noche en medio de YNB a 28°C, se
recogieron por centrifugacion y se lavaron dos veces con agua destilada estéril para
eliminar los restos de medio de cultivo. La obtencion de protoplastos consta de dos
etapas secuenciales efectuadas a 30°C. En la primera etapa se suspendieron las células
en tampon fosfato sodico 10 mM pH 8.0 adicionado de EDTA 10 mM,
B-ME 100 mM y 0.5 mg/ml de proteasa tipo XV (Streptomyces griseus, Sigma®).

Este tratamiento dur6 30 min, tras el cual las células se recogieron por
centrifugacion (2000 xg, 10 min), se lavaron dos veces con agua destilada estéril y una
tercera con KCI 0.6 M que actla como estabilizador osmético. El segundo tratamiento
consistio en la incubacion de las células con una solucion de KCI 0.6 M adicionado de
zimoliasa 20 T (0.37 mg/ml), con agitacion suave alrededor de 20 min. A partir de
dicho tiempo se comprobo la sensibilidad a choque osmoético mediante observacion

microscopica en contraste de fases, hasta que la rotura fue practicamente del 100%.

Una vez obtenidos los protoplastos, se recogieron por centrifugacion

(1000 xg, 10 min) y se lavaron cinco veces con KCI 0.6 M.

Para su regeneracion, los protoplastos se ajustaron a D.O.goonm= 0.4 en medio de
Lee que contenia KCI 0.6 M, incubandose a 28°C a velocidad suave (50 rpm). Una vez
alcanzado el tiempo de regeneracion deseado, las células se separaron del medio de

regeneracion por centrifugacion (1000 xg, 10 min).

11.14. OBTENCION DE FRACCIONES SUBCELULARES.

11.14.1. Paredes celulares.

El método seguido para la obtencién y purificacion de paredes celulares fue el
descrito por Pastor et al. (1984) y Valentin et al. (1984) para S. cerevisiae. Asi, las
células procedentes de los cultivos incubados durante toda una noche a 28°C se
recogieron por centrifugacion (8000 xg, 10 min), se lavaron con agua destilada estéril
conteniendo 1 mM fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), un inhibidor de actividades

proteoliticas.
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A continuacion, se procedid a su rotura adicionando perlas de vidrio de diametro
de 425-600 pm (Sigma®) y se sometieron a agitaciones repetidas de 60 s en vértex, con
intervalos iguales de reposo en hielo. Si el volumen de células era mayor se procedi6 a
su rotura en un homogeneizador de células Braun modelo MSK (Braun®). Para ello las
células resuspendidas en el minimo volumen de solucion de PMSF se transfirieron a
botellas de vidrio de 30 ml de capacidad y se mezclaron con un volumen equivalente de
perlas de vidrio. Dentro de la camara del homogenizador, las botellas se agitaron
durante 2 6 3 periodos de 30 s por medio de un motor a la vez que circulaba CO, para
mantener la temperatura proxima a 0°C, evitandose asi en lo posible la accion de las
proteasas. En estas condiciones el rendimiento de rotura fue practicamente del 100%,
analizandose el proceso mediante observaciones periddicas al microscopio de contraste
de fases Olympus BX41. Una vez realizada la rotura, se recupero el extracto celular

separandolo de las perlas de vidrio por decantacion.

La fraccion correspondiente a las paredes celulares se purific6 por
centrifugacion a 2000 xg durante 10 min lavandose posteriormente con PMSF 1 mM
hasta que la solucion de lavado aparecia transparente. De este modo se eliminan restos

de proteinas citoplasmaticas y de membranas.

11.14.2. Citosol y fraccion mixta de membranas.

Tras recoger las paredes del extracto celular mediante centrifugacion, el
sobrenadante fue recuperado, ya que contiene el citosol y las membranas celulares. Este
sobrenandante fue centrifugado durante 15 min a 100000 xg para separar la fraccién
citosélica, que queda en el nuevo sobrenadante y una fraccién mixta de membranas en

el precipitado.

Esta ultima se lavo varias veces con PMSF 1 mM y se resuspendié en PMSF

1 mM. Ambas fracciones se guardaron a -20°C para posteriores analisis.
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11.15. SOLUBILIZACION DE COMPONENTES DE LA PARED
CELULAR.

11.15.1. Tratamiento con dodecil sulfato sodico (SDS).

Se siguio el protocolo descrito por Valentin et al., 1984. Con el objetivo de
eliminar proteinas unidas no covalentemente a las paredes celulares, se sometieron las
paredes a ebullicion con 1 litro de SDS al 2% en agua destilada durante 2 h. El
procedimiento asi descrito es util para que la muestra pueda ser analizada por
espectrometria de masas con tedricamente un bajo nivel de contaminantes. Tras enfriar
la muestra, las paredes se separaron del material extraido por el SDS mediante
centrifugacion durante 10 min a 2000 xg y se lavaron con solucién de PMSF 1 mM

hasta eliminar el detergente.

11.15.2. Tratamiento con B-mercaptoetanol (B-ME).

Las paredes celulares aisladas y previamente extraidas con SDS se suspendieron
en una solucién de B-ME al 2% (v/v) en tampén acetato aménico pH 6.3 10 mM,
(5 ml/g de paredes, peso humedo), durante 3 h a 30°C en agitacion suave. Una vez
finalizado el tratamiento, las paredes se separaron por centrifugacion durante 10 min a

2000 xg y se lavaron con solucion de PMSF 1 mM para eliminar los restos de B-ME.

11.15.3. Tratamiento con soluciones alcalinas diluidas.

Las paredes celulares previamente tratadas con -ME se extrajeron toda la noche
en una solucion 30 mM de NaOH (100 mg paredes/ml NaOH) a 4°C. Posteriormente se
paro la reaccion con 100 pl de acido acético durante 5 min. Las paredes se separaron
por centrifugacién durante 10 min a 2000 xg y obtenido el sobrenadante se dializ6 en
agua destilada con cambios periddicos, para ser finalmente liofilizado, al igual que las

paredes que también fueron liofilizadas.

11.15.4. Tratamiento con acido fluorhidrico-piridina.

Las paredes liofilizadas se suspendieron en una solucion de acido fluorhidrico-
piridina (HF/piridina) comercial (SIGMA®) en una proporcién 300/4 (ul/mg) de pared

en tubo de plastico. Se. mantuvo en hielo durante 3 h con agitaciones periddicas.
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Finalmente se pard la reaccion afiadiendo el doble de volumen de agua. Se dializ6 el
sobrenadante en agua destilada con cambios periddicos y se liofiliz6. Las paredes

también se liofilizaron.

11.15.5. Tratamiento con zimoliasa.

Las paredes aisladas (100 mg peso himedo) previamente extraidas con SDS u
otros tratamientos se digirieron con 1 ml de zimoliasa 20 T (1 mg/ml) en PMSF 1 mM,
Tris-HCI 5 mM pH 7.4 a 30°C durante 3 h y una vez finalizado el tiempo se separé el

extracto del residuo insoluble mediante centrifugacion a 2000 xg durante 10 min.

11.16. CUANTIFICACION DE MACROMOLECULAS.

11.16.1. Determinacion de proteina total.

La cuantificacion de proteina total se realiz6 por el método de Bradford
(Bradford, 1976). Las proteinas de la muestra fueron extraidas con NaOH 1 M durante
30 min a 100°C. A continuacion se separo la fraccion proteica por centrifugacion y el
sobrenadante se utiliz6 para llevar a cabo la cuantificacion. La muestra fue diluida en un
total de 800 ul a los que se les afiadieron 200 pl de una dilucion (1:4) del reactivo de
Bradford (Bio-Rad®) en agua. Transcurridos 10 min se ley6 la D.O.sgsnm de las muestras
y los resultados se interpolaron en una curva patrén de cantidades conocidas de
BSA (entre 0 y 20 ug de proteina).

Para cuantificar las proteinas secretadas por C. albicans al medio de cultivo, se
precipitaron las glicoproteinas del medio de cultivo con 20 voliumenes de acetona a

-80°C antes de la cuantificacion.

11.16.2. Determinacion de azucares no reductores.

Se utilizé la técnica descrita por Dubois et al. (1956), que basicamente consiste
en: a 2 ml de la solucion problema, conteniendo entre 10 y 80 pg de azucar, se
afiadieron 50 ul de una solucién de fenol al 80% (v/v) y a continuacién, se adicionaron
rapidamente 5 ml de &cido sulfarico concentrado 95.5% (v/v). La mezcla se agitaba y se

dejaba reposar 30 min a temperatura ambiente. El color desarrollado se determinaba
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midiendo la D.O.49 nm Y l0s valores obtenidos se interpolaban en una curva patron

realizada con distintas cantidades conocidas de glucosa (desde 0 a 100 pg de glucosa).

11.17. DESGLICOSILACION DE MANOPROTEINAS.

11.17.1. Tratamiento con meta-periodato.

Las paredes celulares que previamente se habian extraido con SDS fueron
incubadas en oscuridad a 4°C con 10 mM de sodio metaperiodato en 50 mM de tampén
acetato sodico pH 4.5 durante 20 min a temperatura ambiente. Las paredes se
centrifugaron (3000 xg, 10 min), se lavaron dos veces con tampdén 50 mM acetato
sodico pH 4.5 y se incubaron durante 30 min con glicina al 1% en tamp6n 50 mM de
acetato sodico pH 4.5.

Finalmente, las paredes fueron lavadas una vez més con tampon 50 mM acetato

sodico pH 4.5 y se almacenaron a -20°C para un posterior uso.

11.17.2. Tratamiento con endo-B-N-acetilglucosaminidasa H.

A las muestras que contenian 15-20 ug de proteinas en 25 pl del tampén PBS
(NaCl 8 g/l, KCI 0.2 g/l, Na;HPO, 1.44 g/l, KH,PO,4 0.24 g/l, pH 7.4) se le adicionaron
25 pl de una solucién de B-ME 0.1 M y SDS al 0.1%, se desnaturalizaron durante
3-5 min a 100°C y se dejaron enfriar. Posteriormente se les adicion6 15 pl de citrato
sodico 0.5 M, pH 5.5, 75 ul de agua, 5 pl de PMSF al 10% en isopropanol y 5 pul de la
enzima Endo H (0.5 U/ml).

Las mezclas se incubaron durante toda la noche a 37°C y la enzima fue
inactivada por ebullicion durante 5 min al dia siguiente. EI material asi tratado fue

analizado por electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida.
11.17.3. Tratamiento con acido trifluorometanosulfénico.

Para el tratamiento con acido trifluorometanosulfénico (TFMS) se puede partir
de extracto de HF-piridina, NaOH, B-ME o zimoliasa previamente cuantificado por
Bradford u otro método similar de cuantificacion de proteinas (Castillo et al., 2008). Se

depositaron 100 pg de proteina en un tubo pyrex o core de 10 ml para posteriormente
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liofilizarse. Una vez liofilizado, se agregaron con cuidado 200 pl de TFMS (compuesto
que debe ser burbujeado en nitrégeno para que no entre oxigeno) y 30 ul de anisole. Se
incubo la mezcla durante 5 horas en hielo. Transcurrido este tiempo, se neutralizé con
400 ul de N-etilmorfolina, volviéndose una mezcla altamente viscosa. Se agregaron
5 ml de acetona, se cubrié con parafilm y se mezclé bien para disolver la muestra. La
suspension obtenida se incub6 durante toda la noche a -20°C o durante 1 hora a 80°C.
Finalmente, se centrifugd y se resuspendio en 100 ul de buffer para correr geles,

cargando en el gel entre 30 y 40 pl.

11.18. SEPARACION DE PROTEINAS EN GELES DE
SDS-POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE).

Los materiales proteicos obtenidos en los diferentes tratamientos fueron
analizados mediante electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida, segin la técnica

descrita por Laemmli (1970) de electroforesis vertical entre placas de vidrio.

Para ello se emplearon geles separadores de poliacrilamida al 8% (relacion de
acrilamida:bisacrilamida de 30:0.2) preparados en tampdn de separacion. Los geles de
empaquetamiento se prepararon en tampdn empaquetador y a una concentracion de
acrilamida del 8%. A las muestras a analizar (10 pg de proteina en un volumen de
10 ul) se les adicionaron 7 pl de una solucion solubilizadora que contenia glicerol al
40 %, SDS al 8 %, B-ME al 20 % y azul de bromofenol al 0.001 % en tampon Tris HCI
0.25, pH 6.8. Antes de ser cargadas en el gel fueron desnaturalizadas por calentamiento
10 min a 100° C.

Las muestras se empaquetaron a un voltaje constante de 120 V, realizandose el
resto del proceso a 180 V. Como patron de peso molecular en la separacion de especies
proteicas por SDS-PAGE se empled PageRuler™ Prestained Protein Ladder Plus
(Fermentas®) que consiste en 9 proteinas de pesos moleculares aparentes entre
10 y 250 kDa.
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11.19. TINCION DE PROTEINAS EN GELES DE
SDS-POLIACRILAMIDA.

Tras la separacion de las proteinas mediante electroforesis, los geles se tifieron a
temperatura ambiente durante 25-30 min con una solucion azul de Coomassie al 0.2%
en una mezcla de metanol/acido acético/agua destilada (45:10:45 v/v) en agitacion
suave. El exceso de colorante se elimind mediante adicion sucesiva de una mezcla de

metanol/acido acético/agua destilada (45:10:45 v/v).

11.20. TRANSFERENCIA Y DETECCION DE PROTEINAS EN
SOPORTES DE NITROCELULOSA (Western-blot).

11.20.1. Transferencia a membranas de nitrocelulosa por
“Western-blot”.

Las proteinas separadas mediante SDS-PAGE fueron transferidas y retenidas
en membranas de nitrocelulosa (Hybond C extra, Amersham Pharmacia Biotech®). Para
ello los geles y las membranas fueron sumergidos 10 min en el tampdn de transferencia
(Tris 25 mM, glicina 192 mM, pH 8.3 y metanol al 20%). Los geles se pusieron en
contacto con los soportes de nitrocelulosa y se introdujeron en una cubeta de Cleaver
Scientific® con sistema de transferencia de proteinas en proceso semiseco, donde se

realizd la transferencia aplicando una corriente constante de 100 V durante 1 h.

11.20.2. Adsorcion de proteinas en soportes de nitrocelulosa por
“Dot-blot”.

Esta técnica se basa en fijar directamente proteinas a soportes de nitrocelulosa
sin necesidad de transferirlas desde un gel de poliacrilamida. Las proteinas en forma
soluble se aplicaron directamente sobre el soporte mediante adsorcion por vacio,
utilizando un aparato Dot-blot de Millipore®, siguiendo las instrucciones del fabricante.
Las muestras una vez fijadas se procedieron a inmunodetectarlas como se describe en el
apartado 11.21.3.4.
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11.20.3. Deteccidn de las proteinas en soportes de nitrocelulosa.
11.20.3.1. Tincion con colorante Ponceau.

Esta tincion permite la visualizacion de los polipéptidos retenidos en las
membranas de nitrocelulosa. La solucion utilizada estd compuesta por 0.2% de
colorante Ponceau en &cido tricloroacético al 3%. Las membranas se sumergieron
10 min en esta preparacion, se lavaron posteriormente con agua para eliminar el exceso
de colorante y fueron fotografiadas dada la brevedad de la coloracion. El colorante fue
totalmente eliminado mediante lavados con TBS (Tris-HCI 10 mM pH 7.2, NaCl al
10%) y las proteinas retenidas en las membranas fueron detectadas especificamente por

otros procedimientos.

11.20.3.2. Tincidén con concanavalina A.

En algunos casos, el caréacter glicoproteico del material transferido a las
membranas de nitrocelulosa se determiné mediante tincion con concanavalina A. La
concanavalina A es una lectina que se utiliza para la deteccion de los restos de manosa
de las glicoproteinas. EI método utilizado fue descrito por Hawkes (1982) y modificado
por Millete y Scott (1984).

Una vez transferidas las proteinas a membrana de nitrocelulosa, ésta se bloqueo
por incubacion en una solucion de BSA al 3% en TBS durante una hora, se lavo a
continuacion tres veces en TBS, cinco minutos por lavado y se incub6 durante 30 min
en una solucién de 100 mg/ml de concanavalina A (Sigma® tipo 1V) y 3% de BSA en
TBS.

Se volvi6 a lavar tres veces en TBS y se incubd otros 30 min mas en una
solucién de 100 mg/ml de peroxidasa (Sigma®, tipo IV) y 3% de BSA en TBS. Al cabo
de este tiempo se lavo cuatro veces en TBS y se procedio al revelado sumergiendo la
membrana de nitrocelulosa en una solucién consistente en 60 mg de 4-cloro-1-naftol,
60 pl de H,0, al 30% (Merck®), 20 ml de metanol y 80 ml de TBS. El revelado se

detuvo sumergiendo la nitrocelulosa en agua destilada.

74



MATERIALES Y METODOS

11.20.3.3. Tincion con coomassie blue R-250 staining.

El coomassie blue R-250 (0.025% (w/v) en 40% metanol y 7% de &cido acético)
puede ser wusado con la mayoria de membranas excepto nitrocelulosa
(altas concentraciones de disolvente organico pueden disolver las membranas de

nitrocelulosa).

En primer lugar, la membrana se lavd tres veces con agua millipore durante
5 min cada vez. Posteriormente se tifid con la solucién de coomassie blue R-250 durante
5 min. Se destifi6 la membrana con solucion de 50% metanol y 7% &cido acético

durante 10 min y finalmente se lavo varias veces con agua millipore.

11.20.3.4. Inmunodeteccion de proteinas en soportes de nitrocelulosa.

El primer paso en la deteccion fue el bloqueo de las membranas con leche
desnatada en polvo al 5 % en tampdén TBS suplementado con Tween % (TTBS), a
temperatura ambiente, durante 1 h y en agitacion suave. Tras esta etapa se realizaron
dos lavados de 10 min cada uno con tampén TTBS y un tercer lavado de 10 min con el

tampdn TBS.

A continuacion las membranas con las proteinas fijadas fueron incubadas con el
anticuerpo adecuado. La dilucion del anticuerpo en tampén TTBS conteniendo ademas
leche en polvo desnatada al 2%, al igual que el tiempo de incubacion, son variables en
funcién de las caracteristicas del anticuerpo utilizado en cada caso. El anticuerpo

policlonal PAbL se utiliz6 en dilucion 1:1000 durante una hora.

Después las membranas se lavaron 30 min con TTBS y se incubaron 20 min a
temperatura ambiente con una dilucién 1/10000 del segundo anticuerpo (IgG de cabra
anti-inmunoglobulina de conejo acoplada a peroxidasa, Bio-Rad®). Posteriormente las
membranas se lavaron dos veces con TTBS 10 min y una vez con TBS, procediendose a

continuacion al revelado.

El método de revelado empleado fue la quimioluminiscencia, se utilizé la
técnica de ECL (Lumi-light western blotting substrate, Roche®) que esta basada en la
oxidacion del luminol por accion de la peroxidasa en presencia de un potenciador
(fenol) capaz de aumentar hasta 1000 veces la luz emitida por el luminol oxidado. Las

proteinas son detectadas por su unién a anticuerpos conjugados directa o indirectamente
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a peroxidasa. Se elimino el exceso de tampon TBS de la membrana y se incub6 entre
dos plésticos transparentes 5 min con los liquidos de revelado 1 y 2 del kit comercial
Lumi-light western blotting substrate (Roche®) en una relacién 1:1.

Posteriormente se elimind el exceso de liquido de la membrana y se expuso un
tiempo variable sobre una pelicula de autorradiografias MXB Film (Kodak®).
Finalmente, se revelo la pelicula que mostré las bandas del antigeno reconocido por el

anticuerpo en un equipo Curix 60 (AGFA®).

1121.  IDENTIFICACION DE PROTEINAS MEDIANTE
ESPECTROMETRIA DE MASAS.

Con los materiales liofilizados obtenidos por diferentes procedimientos se
realiz6 la digestion proteolitica y para ello se resuspendieron en 50 pl de 50 mM de
bicarbonato amoénico a pH 7.8. Después, se afadié tripsina modificada
(Promega, Madison, WI, USA) en una proporcion de 0.5 pg por muestra. La digestion
se llevd a cabo en agitacion a 37°C durante 2 horas. Finalmente, los péptidos tripticos se
liofilizaron y fueron resuspendidos en 5% ACN y 0.5% de acido acético previamente a
la inyeccion en una nano columna C-18 RP (Discovery® Wide pore, Supelco)
siendo analizados en gradiente continuo. La informacion
obtenida de los péptidos se contrastd con la base de datos CandidaDB de C. albicans
(http://genolist.pasteur.fr/CandidaDB/help/flat-files.html).

11.22. INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA.

Se siguid la técnica descrita por Sundstrom y Kenny (1984) ajustando la
concentracion a 10° células/ml, que se lavaron dos veces con PBS. Se depositaron 10 pi
de esta suspensién en pocillos de portaobjetos Microslide (BioMerieux®), donde se
fijaron las células a 37°C en camara himeda durante 16 h, aunque en algunas ocasiones
se afiadié formaldehido al 4%. Posteriormente se afiadieron 10 pl de las diluciones de
anticuerpos en PBS a cada pocillo. Las preparaciones se incubaron 30 min a 37°C en
camara himeda, lavandose a continuacion 3 veces (15 min en total) con PBS.

Seguidamente se afiadieron 10 pl de la anti-inmunoglobulina correspondiente acoplada
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a isotiocianato de fluoresceina (Boehringer Mannheim®) a una dilucién de 1/20 o 1/10,
incubdndose 30 min a 37°C. Finalmente se lavaron los portaobjetos con PBS, se
montaron en glicerol al 20% y se examinaron utilizando un microscopio de contraste de

fases Olympus BX41.

11.23. MODELIZACION DE LA PROTEINA Gcal de C. albicans.

La secuencia de aminoécidos (1-946) de la proteina Gcal madura de C. albicans
se envid al servidor Jigsaw (http://www.w3.org/Jigsaw/) (Bates et al., 2001) para predecir
su modelo tridimensional. Se identificaron dos regiones en la proteina que coincidian con
el dominio catalitico de las glicosidasas. La secuencia también se envid para su
modelizacion al servidor Phyre2 (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/ntml/) (Kelley y
Sternberg, 2009) que permite generar un modelo de homologia mas preciso.
Adicionalmente al dominio catalitico de glicosidasas predicho por Jigsaw, Phyre2
reconocié un dominio de union a carbohidratos en la secuencia de Gcal. Ambas
propuestas de alineacion (Jigsaw y Phyre2) se perfeccionaron mediante
inspeccion visual y utilizando el servidor SSM (http://www.ebi.ac.uk/msd-srv/ssm/)
(Krissinel y Henrick, 2004) que tiene en consideracion la estructura secundaria de la
proteina. La utilizacion conjunta de los programas descritos, permitié obtener una
estructura superpuesta y consensuada que implica la modelizacion casi completa de la
secuencia aminoacidica de Gcal. Posteriormente, la secuencia se envié al servidor
3DLigandSite (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/3dligandsite) (Wass et al., 2010) para intentar
predecir sitios de union a ligandos en la proteina.

11.24. CROMATOGRAFIAS.

11.24.1. Cromatografia de afinidad con concanavalina A sepharosa 4B.

Una suspensién comercial de concanavalina A sepharosa 4B (GE Healthcare®)
se lavd con tampon 0.1 M acetato pH 6.0, conteniendo 1 M NaCl, 1 mM CaCly,
1ImM MnCl, y 1 mM MgCly, y se diluydé en un volumen igual de dicho tampdn,
procediéndose a continuacion al empaquetado de una columna de 3 cm de alturay 1 cm

de didmetro. Las muestras se diluyeron en el tampon indicado anteriormente y se
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pasaron por columna. La elucion del material retenido se realiz6 con
a-metilmandsido 1M, siendo precipitado a continuacion con 3 volimenes de etanol a
0°C durante 22 h.

El material no retenido por la lectina se desechd y la columna de
Con A sepharosa 4B fue regenerada para un posterior uso mediante lavados alternantes
con 2 o 3 volimenes de columna de soluciones que contenian NaCl 0.5 M y con pH 8.5
y 4.5.

Para su conservacion y almacenamiento, evitando el crecimiento bacteriano se

mantuvo en una solucion al 20% etanol.

11.24.2. Cromatografia de filtracion molecular con sepharosa CL-6B.

Una suspension comercial de Sepharose CL-6B (Sigma®) se lavé con tampén
20 mM de NaCl. Después, en dicho tampon fue resuspendida y se empaquetd en una
columna de 15 cm de altura 'y 1 cm de didmetro. El volumen de exclusion determinado

con azul dextrano fueron 90 gotas siendo la equivalencia: 1ml = 21 gotas.

La muestra liofilizada fue resuspendida en 2 ml de tampdn 20 mM de NaCl y se
paso por la columna, recogiéndose alicuotas de 500 pl con ayuda de un colector de
fracciones RETRIEVER Il. En total se recogieron 25 alicuotas, esperandose que el

antigeno se eluyera a partir de la fraccion novena tal como fue el resultado.
11.24.3. Cromatografia de afinidad con proteina G sepharosa.

La proteina G presenta gran afinidad por anticuerpos tanto monoclonales como
policlonales, en concreto por la 1gG; (MAb 3H8), motivo por el cual se eligié para

realizar la purificacion del antigeno reconocido por el anticuerpo monoclonal.

En primer lugar, la resina se lavé varias veces con tampdn TBS y se centrifugo
durante 1 min a 150 xg. Posteriormente se afiadieron 200 ul de la solucion del MADb
3H8 (0.5 a 1.0 mg/ml en tampon TBS) y se incubd durante 30 min con agitacion suave.
Terminada la incubacion, se centrifugd durante 1 min a 150 xg para eliminar el
anticuerpo no unido. Después, se lavé la resina con el mismo tampon y se centrifugd de

nuevo durante 1 min a 150 xg.
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A continuacion se afiadieron 400 pl de una solucion 50 mM de dimetilo de
dihidroclorhidrato y pimelidato (DMP) en 200 mM de trietanolamina pH 8.9 y realiz6
una incubacién de 60 min con agitacion suave para facilitar la union covalente
antigeno-anticuerpo. Se lavo posteriormente con 400 pl de trietanolamina y se

centrifugo durante 1 min a 150 xg.

El siguiente paso fue el bloqueo de los grupos activos de proteina G no unidos al
MADb 3H8. Para conseguirlo, se afiadieron 400 pl de etanolamina y se mantuvo durante

15 min, después la etanolamina se elimino por centrifugacion.

Se realizaron dos lavados previos de la resina con tampon TBS, previamente a la
adicion de 200 pl de tampon TBS donde se solubilizé el antigeno liofilizado y se
mantuvo en agitacion suave durante 60 min. Para eliminar la muestra no unida se
centrifug6 durante 1 min a 150 xg, recogiéndose el sobrenadante. Se realizaron cinco

lavados con tampo6n TBS.

Finalmente se realizé la elucion, afiadiendo 200 pl de tampdn glicina 0.1 M
pH 2.8, se mezcld por inversion y se recogio el sobrenadante por centrifugacion durante
1 min a 1000 xg, tal proceso se repitid tres veces. A continuacion, se realizo un lavado
con tampon TBS y después se eluyd con tampdén 0.1 M hidroxido amoénico pH 10.5
repitiéndose el mismo procedimiento que con el tampdn eluyente glicina. Una vez

realizado todo el proceso, la columna se desecho.

11.24.4.  Cromatografia de afinidad con  NHS-activated

sepharose 4 fast flow®.

Para mantener una alta eficacia en el acoplamiento del anticuerpo a la resina, es
necesario realizar una dilucion previa del anticuerpo previamente dializado, en tampo6n
de union estandar 0.2 M NaHCO3 0.5 M NaCl, pH 8.3 en la siguiente proporcién 0.5:1.

Paralelamente, se procedio a la activacion de la resina NSH-activate sepharosa 4
fast flow® mediante varios lavados con 10-15 volimenes de HClI 1 mM.
A continuacion, se puso en contacto la resina activada con la solucion del anticuerpo. Se
mantuvo la mezcla a temperatura ambiente durante 2-4 horas para que la reaccion fuera

completada o bien a 4°C durante toda la noche.
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Una vez realizado el acoplamiento, los grupos que no habian reaccionado de la
resina fueron bloqueados mediante la adicion de 15 ml de una solucion 0.5 M
etanolamina, 0.5 M NaCl, pH 8.3 0 0.1 M Tris-HCI, pH 8.5 incub&ndose durante unas
pocas horas. Se centrifugd con el objetivo de eliminar la etanolamina y para lavar el
medio después del acoplamiento, se usé un método de lavado alternante con tampones
de alto y bajo pH respectivamente, tales como 0.1 M Tris-HCI pH 8-9 y 0.1 M tampoén
acetato, 0.5 M NaCl pH 4-5, repitiéndose de 3 a 6 veces.

A continuacion la resina se empaquetd en una columna de 5 cm de alturay 1 cm
de didmetro. Se realizaron dos lavados con tampdn TBS previamente a la adicion de la
muestra que contenia el antigeno. Para eliminar el material no retenido, se realizaron

varios lavados con tampon TBS.

Finalmente se realizd la elucion, afiadiendo 15 ml de tampodn glicina 0.1 M
pH 2.8, y se recogieron 3 viales de 5 ml cada uno. A continuacion se realizé un lavado
intermedio con tampon TBS tal como se indicaba anteriormente, antes de proceder a la
elucion con el siguiente tampon que fue 0.1 M hidréxido aménico pH 10.5. La resina
para un posterior uso, fue recomendable lavarla con una solucién 20% etanol y se

almacend con tal solucién a temperatura ambiente.

11.24.5. Cromatografia de afinidad con proteina A sepharosa en

presencia de alta concentracion salina.

En primer lugar, 5 ml de la suspensién del MAb3H8 (1mg/ml) fue dializado
frente a tampdn Tris 50 mM pH 9.0. Por otra parte, se tomaron 2.5 ml de la suspensién
de proteina A-sepharosa (Sigma®) que fue lavada con el tampén Tris 50 mM pH 9.0.

Se ajustd el pH de la solucion del anticuerpo a pH 9.0 y se afiadié NaCl hasta
alcanzar una concentracion final de 3 M. Posteriormente, se mezcld la soluciéon del

anticuerpo con la resina y se mantuvo en agitacion constante durante 16 horas a 4°C.

Al dia siguiente, la resina fue recuperada por sedimentacion, aspirandose el
sobrenadante que correspondia con la cantidad de anticuerpo no unido a la resina.
Despues, la resina se lavo con 10 volumenes de 3 M de NaCl, 50 mM de borato sodico
(pH 9.0) y se volvié a separar la resina por sedimentacion y aspiracion. Una vez

finalizado el lavado, se resuspendi6 la resina en 10 volimenes de 3 M de NaCl, 0.2 M
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de borato sdédico (pH 9.0). Se adiciond una cantidad suficiente de dimetilpimelidato
para tener una concentracion final de 20 mM. La mezcla fue incubada durante

30 minutos a temperatura ambiente con agitacion constante.

La reaccion se paré cuando la resina fue lavada con 0.2 M de etanolamina
(pH 8.0). Posteriormente se realiz6 una incubacion de la resina en dicha disolucion a
temperatura ambiente durante 2 horas con agitacion constante. Finalizado el tiempo, la

resina se separ6 por sedimentacion y fue lavada con tampon TBS pH 7.5.

La resina se mezcl6 con la solucion del antigeno y se incubd a 4°C con constante
agitacion durante 16 horas. Al dia siguiente, se separd la resina por sedimentacion y el
sobrenadante fue recogido correspondiendo a la cantidad de antigeno no unido al
anticuerpo acoplado a la resina. Se empaquetd la resina en una columna de 3 cm de

altura y 0.5 cm de diametro.

La resina fue lavada con 20 volumenes de tampon TBS pH 7.5. Una vez lavada,
se procedid a la elucion con tampén 100 mM de glicina pH 2.5, recogiéndose
10 fracciones de 1 ml cada una. Se realiz6 un lavado con tampon TBS vy se recogieron
también 10 fracciones de 1 ml. Finalmente se termind la elucion empleando un tampén

100 mM de trietilamina a pH 11.5, recogiéndose la misma cantidad de alicuotas.
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RESULTADOS

I11LA.1. IDENTIFICACION POR ESPECTROMETRIA DE MASAS
DE PROTEINAS UNIDAS COVALENTEMENTE A LA PARED
CELULAR DE C. albicans (SC5314) Y EN EL SOBRENADANTE
DE PROTOPLASTOS.

Considerando la importancia que tienen las proteinas en la estructura y funcion
de la pared celular en hongos, se pueden diferenciar dos tipos de proteinas: (i) proteinas

estructurales de pared y (ii) proteinas con funcién enzimatica.

Segln una revision realizada por Richard y Plaine (2007) de los datos
publicados por cuatro grupos de investigacion de las proteinas identificadas en
C. albicans (De Groot et al., 2003; Eisenhaber et al., 2004; Garcera et al., 2003;
Sundstrom, 2002) mediante un analisis in silico de su genoma, se ha sugerido la
existencia de 115 genes que codifican proteinas GPI. Dada la gran importancia de las
proteinas GPI debido a que suponen alrededor del 88% de todas las proteinas de la
pared, se ha querido realizar una serie de experimentos con el fin de identificar

mediante espectrometria de masas, las proteinas presentes en diferentes materiales.

La identificacion de proteinas en las diferentes muestras se ha realizado gracias a
la colaboracion con el grupo de investigacion del Dr. Juan A. Ldpez en el Centro
Nacional de Investigaciones Cardiovasculares del Instituto Carlos Il de Madrid,;

siguiendo el protocolo descrito en el apartado 11.21 de Materiales y Métodos.

I11.A.1.1. Identificacion de proteinas en el sobrenadante de

protoplastos de C. albicans.

Se obtuvieron protoplastos de la cepa SC5314 de C. albicans segln el método
descrito por Elorza et al., (1988). La regeneracion tuvo lugar durante 5 horas en medio
Lee con 0.6 M de KCI, incubandose a 28°C con agitacién suave (50 rpm). El resultado
obtenido de las proteinas que fueron identificadas en el sobrenadante de protoplastos

previamente dializado y liofilizado se detalla en la tabla 111.1.

87



RESULTADOS

Tabla 111.1. Proteinas identificadas en el sobrenadante de protoplastos regenerados durante 5 horas.
Se detalla la descripcion, los péptidos correspondientes a las proteinas identificadas, la situacion de estos

péptidos en la secuencia aminoacidica de las proteinas y el “score”.

En el sobrenadante de protoplastos después de 5 horas de regeneracion se
identificaron un total de diez proteinas de pared celular de las cuales ocho proteinas son
GPI mientras que Scwl y Tosl no lo son. Ambas proteinas fueron identificadas con un
Unico péptido. Tosl es una proteina de funcion desconocida y sobre Scwl se conoce
gue es una proteina necesaria para mantener la integridad de la pared, asi mismo facilita
la adherencia a células epiteliales y esta implicada en la formacién de biopeliculas
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(Sandini et al., 2011), de manera que no es extrafia su identificacion en la regeneracion

de la pared del protoplasto.

I11.A.1.2. Identificacidn de proteinas presentes en paredes celulares de

C. albicans.

Se obtuvieron paredes celulares de la cepa SC5314 de C. albicans procedentes
de un cultivo de YPD en fase exponencial tardia y se trataron exhaustivamente con SDS,
un detergente necesario para eliminar todas aquellas proteinas presentes que no estan
retenidas de manera covalente a la pared celular y podrian interferir en la identificacion

por espectrometria de masas y como consecuencia dar un resultado erréneo. Las

proteinas identificadas en paredes celulares se detallan en la tabla I11.2,

Tabla 111.2. Continuacidn en pagina siguiente.
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Proteina Descripcion Secuencia Residuos "Score"
Phrl B-1,3-glucanosyltransferase NNPEWNLDLYK 136-146 65
LFQEIGTLYSDK 280-291
Phr2 B-1,3-glucanosyltransferase DIPYLEAVDTNVIR 75-88 610
DDPSWDLDLFER 126-137
SIPVGYSANDDSAIR 191-205
ASGYESATNDYK 239-250
DKLSFVMNLYYEQNK 424-438
Pirl Structural protein ACSSANNLEMTLHDSVLK 249-266 995
WGAIVANHQFQFDGPIPQAGTIYSAGWSIK 272-301
Sap9 Secreted aspartyl protease AGSILFGAIDHAK 307-319 150
TYSQISYPVR 332-341
VPISDLVLQASK 427-438
Scwl Glucosidase SESQIASEIAQLSGFDVIR 142-160 2801
IFAGIFDVSSITSGIESLAEAVK 182-204
KNVLITETGWPSR 310-322
NVLITETGWPSR 311-322
SNQQAAISSIK 334-344
Sun42  Protein involved in cell wall TDYPGSENMNIPTLLSAGGK 233-252 78
TYLSLIPNPNNK 314-325
utr2 1,3-1,4-B-glucanase YDYPQTPSR 245-253 364
IQFSLWPGGDSSNAK 254-268
YGYYYAHIK 288-296
EIYATAYDIPNDVK 297-310

Tabla 111.2. Proteinas identificadas en paredes celulares. Se detalla la descripcion, los péptidos
correspondientes a las proteinas identificadas, la situacién de estos péptidos en la secuencia aminoacidica

de las proteinas y el “score”.

Se identificaron dieciseis proteinas en la pared celular siendo doce proteinas
GPI. Bgl21, Pirl, Scwl y Sun42 son proteinas no GPI, identificadas solamente con dos
péptidos cada una, a excepcion de Scwl que en este experimento fue identificada con 5

péptidos y presentaba un “score” alto.

Bgl21 es una enzima extracelular asociada a la pared celular con actividad
1,3-B-glucosiltransferasa. Pertenece a la familia de las glicosil hidrolasas y se encuentra
implicada en la biosintesis de la pared celular presentando cierta homologia con Bgl2 de
S. cerevisiae. Los mutantes deficientes en esta proteina presentan defectos en la pared y
en el crecimiento aunque no existen diferencias significativas en cuanto a los niveles de
1,3 0 1,6-B-glucano (Sarthy et al., 1997). Esta proteina no estd N-glicosilada y presenta
un porcentaje relativamente bajo de O-glicosilacion. Ademaés tiene cuatro residuos
cisteina, dos cercanos al extremo N-terminal y los otros dos en la parte C-terminal de la

proteina.

Con respecto a la funcidn de la proteina Pirl y su implicacién en la pared celular,
no se conoce demasiado, pero se ha demostrado que el mutante heterocig6tico con una

disrupcion en cualquiera de los dos alelos crece lentamente y muestra una morfologia
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anormal, una tendencia a formar grupos Yy alta sensibilidad a blanco de calcofluor y rojo
congo en comparacion con la cepa parental (Martinez et al., 2004). Estos resultados
fueron obtenidos en la cepa CAI4 de C. albicans. Estudios recientes realizados por
nuestro grupo de investigacion muestran la no esencialidad del gen PIR1

(Valentin, E. comunicacién personal).

Sun42 se encuentra relacionada también con el mantenimiento de la pared
celular y remodelacién de ésta ya que tiene una funcién de degradacion de la pared
evitando la lisis después de la separacion celular (Firon et al., 2007). Este hecho, se
explica debido a que la disrupcion simultanea de los genes SUN41 y SUN42 que

codifican las proteinas Sun provoca la lisis de la célula madre después de la septacion.

I11.A.1.3. Identificacion de proteinas en el material solubilizado por
p-ME.

Paredes celulares de la cepa SC5314 de C. albicans (100 mg peso seco) fueron
resuspendidas en 2.5 ml de tampon acetato aménico 1 mM a pH 6.3 conteniendo
2% v/v B-ME y se incubaron a 28°C durante 3 horas con agitacion. La suspension se
centrifugé a 1200 xg durante 10 min, y del sobrenadante se tomd una alicuota que
posteriormente se liofilizd para poder realizar la identificacion de proteinas. El resultado

de la identificacion en el material solubilizado por 3-ME se detalla en la tabla I11.3.

Proteina Descripcién Secuencia Residuos "Score"
Alsl Agglutinin like-protein YTTSQTSVDLTADGVK 77-92 340
STVDPSGYLYASR 176-188
GLNDWNYPVSSESFSYTK 237-254
Als2 Agglutinin like-protein FITDQTSVDLTADGVK 77-91 585
AGTNTVTFNDGDK 153-165
AGTNTVTFNDGDKK 153-166
ISIDVDFEK 167-175
TNEDASGYFIASR 176-188
LIPSINK 189-195
Als4 Agglutinin like-protein FITDQTSIDLVADGR 77-91 554
Crh11 Transglycosylase SVLVADYSSGK 236-246 85
YDQAQDDIK 271-279
Ecm33.3 Protein involved in cell wall VELAELTSIGNSLTINK 246-262 1163
NDDLTELDFPK 263-273
TIGGALQISDNSELR 276-290
VSGGFILK 322-329

Tabla I11.3. Continuacion en pagina siguiente.
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Tabla 111.3. Proteinas identificadas en el material solubilizado por B-ME. Se detalla la descripcion,

los péptidos correspondientes a las proteinas identificadas, la situacién de estos péptidos en la secuencia

aminoacidica de las proteinas y el “score”.

En el material solubilizado por B-ME de las paredes celulares se identificd un
total de veintiuna proteinas, de las cuales cinco no son proteinas GPI (Engl, Gcal,
Scwl, Scwll y Tosl). Se identificaron por primera vez, Gcal y Scwll con un dnico
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péptido en el extracto de B-ME, a diferencia de Engl cuya identificacion fue con once

péptidos

Engl es una endo-1,3-B-glucanasa implicada en la separacion celular. Ademas,
el gen ENG1 es un ortélogo de DSE4 de S. cerevisiae cuya proteina codificante ScDse4
se encuentra implicada en la degradacion de la pared celular en células gemando
(Colmar-Lerner et al., 2001).

Gcal es una proteina de 946 aminoacidos y un peso de 190 kDa. Degrada el
almidon y en modelo murino se ha visto expresado el gen GCALl causando una

candidiasis oral (Sturtevant et al., 1999).

Scwly Scwll, pertenencen a la familia de las glicosil hidrolasas y presentan un
papel importante en la relacion hongo-hospedador.

Tosl previamente se habia identificado en el sobrenadante de protoplastos y
como hemos mencionado anteriormente, es una proteina de funcién desconocida. Es
homologa a la subunidad a-aglutinina de S. cerevisiae pero en C. albicans contiene
péptido sefial y como consecuencia debe ser liberada de la parte externa de la membrana
plasmatica y debido a que posee diez residuos cisteina puede encontrarse unida a la

pared celular mediante puentes disulfuro.

I11.A.1.4. Identificacion de proteinas en el material solubilizado por
NaOH.

Paredes celulares de la cepa SC5314 de C. albicans (100 mg peso seco) fueron
resuspendidas en una solucién de NaOH 30 mM, incubandose durante toda una noche a
4°C. La reaccion fue parada al adicionar 100 pl de acido acético, seguido de
centrifugacion a 1200 xg durante 10 min, posterior dialisis y liofilizacion para realizar la

identificacion por espectrometria de masas.

Las proteinas identificadas en el material solubilizado por NaOH de las paredes

se muestran en la tabla 111.4.
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Tabla I11.4. Proteinas identificadas en el material solubilizado por NaOH. Se detalla la descripcion,

los péptidos correspondientes a las proteinas identificadas, la situacién de estos péptidos en la secuencia

aminoacidica de las proteinas y el “score”.

Se identificaron doce proteinas de pared celular, siendo cuatro proteinas no GPI,
que al igual que en los anteriores experimentos fueron Bgl21, Engl, Pirl y Scwl. Bgl21
fue identificada en el extracto de NaOH con un Unico péptido a diferencia de como

habia sido identificada en paredes celulares con dos péptidos.

Engl y Scwl fueron dos proteinas no GPIl solubilizadas tanto por
B-ME como por NaOH, aunque en el caso de Scwl practicamente fue identificada en

todos los experimentos de este apartado.
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I11.LA.1.5. Identificacion de proteinas en bandas de electroforesis
obtenidas mediante SDS-PAGE del material solubilizado de paredes
celulares por B-ME y NaOH.

Con alicuotas del material solubilizado por B-ME y NaOH en experimentos
anteriores se realizO una electroforesis en gel de poliacrilamida al 8% para
posteriormente poder realizar una identificacion de las proteinas en funcién de su
tamafo y poder comparar con los resultados previos. En el gel de poliacrilamida se
cargaron un total de 20 pg de proteina y fue tefiildo con una solucion de azul de
Coomassie al 0.2% en metanol/acido acético/agua destilada (45:10:45 v/v). La tincion
permitio observar tres bandas con una movilidad aparente de 250, 75 y 36 kDa.
Con estas tres bandas se realizé la identificacion de proteinas mediante espectrometria
de masas y los datos obtenidos se detallan en las tablas 111.5, 111.6 y I11.7.

Las proteinas identificadas en la banda de 250 kDa se muestran en la tabla 111.5.

Proteina Descripcion Secuencia Residuos "Score"

Alsl Agglutinin like-protein STVDPSGYLYASR 176-188 155
GLNDWNYPVSSESFSYTK 237-254

Als2 Agglutinin like-protein ISIDVDFEK 167-175 98
TNEDASGYFIASR 176-188

Als4 Agglutinin like-protein FITDQTSIDLVADGR 77-91 183

Bgl21 1,3-beta-glucosyltransferase DVSTFEGDLDFLK 37-49 126

Cht2 Chitinase 2 TVLLSLGGGVGDYGFSDVASATK 99-121 5230
FADTLWNK 122-129
FGAGEDPERPFDDAVVDGFDFDIEHGGATGYPELATALR 130-168
FADSAPNK 229-236
FADSAPNKNIK 229-239
LFVGVPATSNIAGYVDTSK 240-258
LSSAIEEIK 259-267
GENFVVQVK 291-299

Ecm33.3  Protein involved in cell wall VFNVNNNDNIDTIDSGLQEVTDTIDISYNAEK 185-202 1081

VELAELTSIGNSLTINK 246-262
VELAELTSIGNSLTINKNDDLTELDFPK 246-273
NDDLTELDFPK 263-273
TIGGALQISDNSELR 276-290
VSGGFILK 322-329

Engl Endo-1,3-beta-glucanase DLSLETSDALLSNVLK 601-616 1338

Pga4 B-1,3-glucanosyltransferase VEGNAFWDSESGDR 24-37 423
YFQELGINTIR 69-79
AGIYVILDVNTPHSSITR 99-116
TIPVGYSAASVDEYR 184-198
GDSVTTNDDFDNLK 302-315
TKNPSGDGGYLK 321-332

Pga24  Unknown function NLYGAGAVPFFQVHLEK 94-110 113

Pga29  Unknown function KTDDSAPITIVAK 138-150 690

Pga3l  Proteininvolved in cell wall HEGAALNYLFLAAPGVAENLK 102-122 51
GGDGAIPIK 201-209

Pga45  Unknown function YSGALSQILQDLEK 351-364 88

Tabla I11.5. Continuacion en pégina siguiente.
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Tabla 111.5. Proteinas identificadas en la banda de 250 kDa. Se detalla la descripcidn, los péptidos
correspondientes a las proteinas identificadas, la situacién de estos péptidos en la secuencia aminoacidica

de las proteinas y el “score”.

Las proteinas identificadas en la banda de 75 kDa se muestran en la tabla I11.6.

Tabla 111.6. Continuacidn en pagina siguiente.
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Tabla I11.6. Proteinas identificadas en la banda de 75 kDa. Se detalla la descripcion, los péptidos

correspondientes a las proteinas identificadas, la situacién de estos péptidos en la secuencia aminoacidica

de las proteinas y el “score”.

Las proteinas identificadas en la banda de 36 kDa se muestran en la tabla 111.7.
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Tabla I11.7. Proteinas identificadas en la banda de 36 kDa. Se detalla la descripcion, los péptidos

correspondientes a las proteinas identificadas, la situacién de estos péptidos en la secuencia aminoacidica

de las proteinas y el “score”.

A la vista de los resultados, la distribucion fue la siguiente: diecinueve proteinas
fueron identificadas en la banda de 250 kDa, veintidos proteinas en la banda de 75 kDa
y trece proteinas en la banda de 36 kDa. Se identificaron un total de cincuenta y cuatro
proteinas en las tres bandas, siendo veintiocho proteinas distintas las que se
identificaron en la electrofores en gel de poliacrilamida al 8%. Una clasificacion mas

detallada se puede observar en la figura I11.1.
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13 GPI (Als1, Als2, Als4, Cht2,
Ecm33.3, Pga4, Pga24,

Pga29, Pga31, Pga45,
Banda de 250 kDa 19 proteinas Phr1, Phr2, Sods).

6 no GPI (Bgl21, Engl, Pirl, Scwl,
Scwll, Tosl).

14 GPI (Cht2, Crh11, Ecm33.3,
Pgad, Pga24, Pga29,

Phri, Phr2, PIb3,
Proteinas identificadas en Plb5, Sap9, Sod4,

SDS-PAGE 8%, tincién con — Banda de 75 kDa 22 proteinas Sods, Utr2).
Coomassie blue.

8 no GPI (Bgl21, Eng1, Pirl, Scw1,
Rbt7, Sun42, Tos1, Yps7.

7 GPI (Cht2, Crh11,
Ecm33.3, Pga4,

Phri, Phr2, Sap9).
Banda de 36 kDa 13 proteinas -

6 no GPI (Bgl21, Engl, Rbt7,
Scwl, Sun42,
Tos1).

Figura I11.1. Proteinas identificadas en bandas de electroforesis, obtenidas mediante SDS-PAGE

del material solubilizado de paredes celulares por p-ME y NaOH.

Con respecto a las proteinas no GPI, en las tres bandas se identificaron de nuevo
proteinas que habian aparecido en experimentos anteriores como en el caso de Scwl,
Scwll, Bgl21, Engl, Pirl, Tosl y Sun42. Se identifico en las bandas de 75 y 36 kDa la
proteina Rbt7 y por primera vez en la banda de 75 kDa con un Unico péptido la proteina
Yps7. Respecto a esta proteina, se ha demostrado en un andlisis cuantitativo del
mutante  yps7 de P. pastoris, un menor contenido en quitina, aumentando
considerablemente la cantidad de B-1,3-glucano y por tanto una mayor resistencia a
agentes desestabilizantes de la pared celular como el congo rojo, blanco de calcofltor y
dodecil sulfato sédico (Guan et al., 2012).

Proteinas como Bgl21, Cht2, Ecm33.3, Engl, Pga4, Phrl, Phr2, Scwl y Tosl
fueron identificadas en las tres bandas, lo cual sugiri6 que la sensibilidad del
espectrometro de masas es tan alta que permite la identificacion de péptidos
correspondientes a proteinas en bandas del gel donde se encuentran en una proporcién
minoritaria. Un ejemplo podria ser el caso de la proteina Engl teniendo un peso teérico
de 124 kDa vy diez sitios tedricos de N-glicosilacion, y sin embargo fue identificada con
tres péptidos en la banda de 36 kDa.
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I11.A.1.6. Identificacion de proteinas en el material solubilizado por

B-ME y NaOH desglicosilado quimicamente con TFMS.

En este experimento, se pretendid averiguar si existian diferencias significativas
en la identificacion de proteinas en el material solubilizado por B-ME y NaOH pero con
la particularidad de que en este caso las proteinas no presentarian parte azucarada. Para
la realizacion de tal experimento, se parti6 de 100 mg de proteina total del material
solubilizado por B-ME y NaOH de paredes celulares. Se desglicosilé quimicamente con
TFMS y anisole manteniendo la mezcla en un bafio de hielo durante 5 horas
(Castillo et al., 2008). Finalmente se neutralizé la mezcla con N-etilmorfolina y se
prepar6 la liofilizacion y posterior identificacion de proteinas por espectrometria de
masas. El resultado de la identificacion de proteinas en el material solubilizado por

B-ME y NaOH desglicosilado quimicamente con TFMS se detalla en la tabla 111.8.

Proteina Descripcion Secuencia Residuos "Score"
Als2 Agglutinin like-protein TNEDASGYFIASR 176-188 253
Als4 Agglutinin like-protein FITDQTSIDLVADGR 77-91 497
Blg21 1,3-beta-glucosyltransferase  IFLVGSEALYR 113-123 115

Ecm33.3 Protein involvedin cell wall ~ TIGGALQISDNSELR 276-290 181
Engl Endo-1,3-beta-glucanase QSESLQPTQSSK 76-87 448

AIDTNAPPTVFAR 431-443
DLSLETSDALLSNVLK 601-616
DQLELLASAANK 785-796
LNQALFDPK 1101-1109
Pgad B-1,3-glucanosyltransferase ~ YFQELGINTIR 69-79 244
TIPVGYSAASVDEYR 184-198
Pga24 Unknown function TTAVTTHGSTFETVAYITVTK 395-415 129
GGEQHQPGSPAGAATSAPGAPAPGASGAHASTANK 421-455
TTISQTTVAK 488-497
Pga38 Unknown function SNPSNPSSSPIVEK 413-426 108
Pga54  Unknown function AAVSTNDVSENAK 186-198 70
Pgab2  Proteininvolvedincell wall ~ TTAAESSPAQETTPK 158-172 142
Phr2 B-1,3-glucanosyltransferase ~ DIPYLEAVDTNVIR 75-88 721
DDPSWDLDLFER 126-137
SIPVGYSANDDSAIR 191-205
ASGYESATNDYK 239-250
Pirl Structural protein EATPVAQITDGQVQHQTTGGVSAIK 77-101 613
QISDGQIQHQTTVQPVAQISDGQIQHQTAK 102-131
ASATPVQQIGDGQIQHQTTAAAATTASAVK 169-198
QINDGQIQHQTTTAENVAK 199-217
Sun42  Proteininvolvedin cell wall ~ TDYPGSENMNIPTLLSAGGK 233-252 153
TYLSLIPNPNNK 314-325
Tos1 Unknown function SGEEYIIFSGSK 288-299 68

Tabla IIL.8. Proteinas identificadas en el material solubilizado por p-ME y NaOH desglicosilado
quimicamente con TFMS. Se detalla la descripcién, los péptidos correspondientes a las proteinas

identificadas, la situacion de estos péptidos en la secuencia aminoacidica de las proteinas y el “score”.
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Las proteinas que se identificaron en los apartados I11.A.1.3. y 111.A.1.4 fueron
veinticuatro, casi el doble, en comparacion con las que fueron identificadas en este

experimento siendo un total de catorce proteinas.

Ademas del menor nimero de proteinas identificadas en este experimento en
comparacion con los anteriores (Figura 111.2) se identificaron por primera vez con un
unico péptido en este experimento las proteinas GPl Pga38, Pga54 y Pga62. Estas tres
proteinas pertenecen a la misma familia y de Pga62 aunque no se conoce demasiado su
funcion, se ha demostrado que el doble mutante pga59/pga62, no presenta cambios en
la morfogénesis de las hifas ni tampoco la disrupcion de estas proteinas se ha visto
ligada a cambios en la formacion de biopeliculas, sin embargo, se observd
una alta sensibilidad a blanco de calcoflior, rojo congo y nikomicina
(Moreno-Ruiz, et al., 2009), lo que sugiere que pga62 contribuye a la estabilidad y

estructura de la pared celular.

Als1, Als2, Als4, Crh11, Ecm33.3, Pga4, Pga24, Pga29,

16 GPI Pga52, Phri, Phr2, PIb3, Plb5, Sap9, Sod4, Utr2.
B-ME (21 proteinas) -

5no GPI Engl, Geal, Scwl, Scwll, Tosl..

8 GPI Als2, Als4, Cht2, Ecm33.3, Pga4, Phri, Phr2, Sod4.
NaOH (12 proteinas) -

4 no GPI Bgl21, Engl, Pirl, Scwl.

9 GPI Als2, Als4, Ecm33.3, Pga4, Pga24, Pga38, Pga54,
B-ME + NaOH desglicosilado Pga62, Phr2.
(14 proteinas) 7

5no GPI Bgl21, Engl, Pirl, Sun42, Tos1.

Figura 111.2. Proteinas identificadas en el material solubilizado por p-ME y NaOH desglicosilado
guimicamente con TFMS en comparacion con las proteinas identificadas en el material sin

desglicosilar.

Las proteinas Crh11, Phrl, Plb3, PIb5, Sap9 y Sod4 entre otras, que previamente
se habian identificado en los extractos de B-ME y NaOH con uno o dos péptidos; sin

embargo, en el material desglicosilado no se identificaron.
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A la vista de todos los resultados obtenidos correspondientes a los experimentos
realizados en el apartado I111.A.1, se identificaron un total de treinta y tres proteinas de
pared celular, de las cuales veintitrés son proteinas ancladas a la pared por un residuo
GPI. Es significativo el hecho de que la mayor parte de proteinas identificadas sean GPI,
porque en ninguno de los experimentos se ha utilizado HF-piridina responsable de la
liberacion de dichas proteinas de la pared celular. Por tanto, esto podria significar que
estas proteinas pueden encontrarse retenidas en la pared mediante puentes disulfuro
establecidos con proteinas que estén directamente unidas al 1,3-pB-glucano como es el

caso de las proteinas Pir o unidas covalentemente con otras proteinas.

En cuanto a las proteinas GPI, se identificaron varias proteinas de la familia Als
(Alsl, Als2, Als4); la quitinasa Cht2; Crhll; Ecm33.3; 9 proteinas de la
familia Pga (Pga4, Pga24, Pga29, Pga31l, Pga38, Pga45, Pgab2, Pga54 y Pga62); Phrly
Phr2; 2 fosfolipasas (PIb3 y PIb5), la aspartil proteinasa Sap9, 2 proteinas superoxido
dismutasas (Sod4, Sod5) y Utr2.

Las proteinas de la familia Als son codificadas por un grupo de ocho genes, de
los cuales solamente han sido disrupcionados ALS1 (Fu et al., 2002),
ALS3 (Zhao et al., 2004), ALS4 (Zhao et al., 2005) y ALS7 (Nobile et al., 2003). El
mutante nulo als4 presentd la misma virulencia que la cepa parental, del mutante nulo
als7 no se conoce su comportamiento fenotipico y de los mutantes nulos alsl y als3 se
demostro que presentaban disminucion en la adhesion tanto a células epiteliales como
endoteliales en un estudio in vitro (Zhao et al., 2004). De hecho, el mutante nulo alsl
demostré menor virulencia en modelo murino y disminucién de la adhesion en lenguas
de ratones (Alberti-Segui et al., 2004; Kamai et al., 2002). Estos datos corroboran que
en cierta medida una parte de la funcion de las proteinas de la familia Als se basa en la
adhesion célula-célula. Respecto a su localizacion, se han desarrollado anticuerpos
monoclonales especificos para cada proteina Als, observandose colocalizacion de Alsl
y Als4 en células de levadura y de Alsl, Als3 y Als4 en tubos germinales
(Coleman et al., 2012).

Cht2 pertenece a la familia de las glicosil hidrolasas y se encuentra implicada en
el proceso de separacion celular madre-hija después de la citokinesis
(Dunkler et al., 2005). Crh1l y Utr2 presentan ambas funcion transglicosidasa y la

disrupcion de los genes que codifican estas proteinas ha ocasionado en mutantes una
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mayor sensibilidad a compuestos que interfieren en la formacion de la pared celular
normal (blanco de calcofldor, rojo congo, y altas concentraciones de calcio)
(Pardini et al., 2006). Ecm33.3 es otra proteina implicada en la remodelacion de la
pared celular, debido a que el mutante nulo presenta diferencias en la filamentacion y

floculacion con respecto a la cepa parental (Martinez-L6pez et al., 2006).

Las proteinas de la familia Pga, la mayor parte son de funcién
desconocida, a excepcion de Pga4 que presenta actividad 1,3-beta-glucanosiltransferasa
y es homologa a Gasl de S. cerevisiae; Pga31 (Gelis, S. Tesis Doctoral) al igual que
Pga62 (Moreno-Ruiz et al., 2009) su ausencia provoca en mutantes una alta sensibilidad
a blanco de calcofltor y rojo congo, de manera que ambas proteinas estan relacionadas
con la biogénesis o remodelacion de la pared celular. Sin embargo, Pga24 es otra
proteina de la misma familia de la cual solo se conoce su localizacion en la superficie
celular de levaduras al final del crecimiento exponencial y no ha sido observada ni en

hifas ni pseudohifas (Granger et al., 2005).

Phrl y Phr2 son proteinas con actividad glicosidasa, necesaria para la union del
B-1,3- y B-1,6-glucano. Se encuentran implicadas en el procesamiento del B-1,3-glucano
facilitando sitios de unién al B-1,6-glucano. Ademas, mutantes nulos phrl y phr2
mostraron una disminucion en la adhesion e incapacidad de invasion del epitelio
humano. Por tanto, Phrl y Phr2 son de importancia fundamental en el mantenimiento
del estado morfolégico en el que las propiedades adhesivas e invasivas dependen en
gran medida (Calderon et al., 2010).

PIb3 y PIb5 presentan actividad fosfolipasa y pertenecen a una familia de cinco
miembros, y mutantes PIb5 demostraron una disminucion en la colonizacion de 6rganos

realizado en un estudio in vivo (Theiss et al., 2006)

Sap9, es una proteasa con un papel importante en la adhesion. Pertenece a una
familia de proteinas codificada por diez genes, existiendo semejanzas entre ellas, tal es
el caso de Sapl y Sap3 0 Sap4 y Sap6 con 67% y 89% de similitud. Existen diferencias
entre las proteinas Sap respecto al pH, pues Candida es un comensal en la vagina con
un pH é&cido y en la cavidad oral con un pH neutro. Asi por ejemplo, Sap1-3 tienen su
mayor actividad a valores bajos de pH (3 a 5), mientras que Sap4-6 prefieren valores de
pH altos (5 a 7) (Smolenski et al., 1997). Ademas en el afio 2009, Hornbach et al.,
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demostraron que Sap9 presentaba un papel importante en la iniciacion de la inmunidad

innata protectora, ya que induce la quimiotaxis en neutrofilos

Sod4 y Sod5 pertenecen a la familia de las superdxido dismutasas que se
encuentran implicadas en la virulencia. Sod4 se localiza tanto en la forma levaduriforme
como de micelio de C. albicans y estd implicada en la destruccion de especies reactivas
del oxigeno (ROS) sintetizadas por células de mamiferos para defensa frente a este
patdgeno oportunista (Frohner et al., 2009). Mutantes nulos Sod5 son méas sensibles a
neutrdfilos (Fradin et al., 2005) lo cual sugiere el importante papel de los neutréfilos en
la prevencion de candidiasis, asi como la posible eleccidn del estrés oxidativo en un

tratamiento de candidiasis.

Segun la clasificacion propuesta por Richard y Plaine (2007) sobre las proteinas
GPI, podemos clasificar las proteinas GPI identificadas en el apartado I1l.A.1 en las

siguientes categorias:

e Proteinas de funcidn desconocida: Pga24, Pga29, Pga38, Pga45, Pga52 y Pga54.

e Proteinas con funcién relacionada con la biogénesis o remodelacion de la pared
celular: Cht2, Ecm33.3, Pga4, Pga31, Pga62, Phrl, Phr2 y Utr2.

e Proteinas relacionadas con la adhesion célula a célula y otras interacciones: Alsl,
Als2 y Als4.

e Proteinas con actividades enzimaticas diferentes: Crhll, PIb3, PIb5, Sod4,
Sod5 y Sap9.

La distribucion en porcentaje segun la funcion de las proteinas GPI identificadas

se muestra en la figura 111.3.

M Biogénesis y remodelacion de
la pared celular

M Adhesidn e interaccion

M Actividades enzimaticas

M Funcién desconocida

Figura I11.3. Distribucién en porcentaje segun su funcién de las proteinas GPI identificadas en los

experimentos correspondientes al apartado I11.A.1.
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Las proteinas con funcidn relacionada con la biogénesis o remodelacion de la
pared celular son las mayoritarias, seguida de las proteinas con actividad enzimatica y
con funcion desconocida. Finalmente se encuentran aquellas proteinas implicadas en la

adhesion de la célula-hospedador.

Miés de trescientas proteinas denominadas “atipicas” fueron identificadas
también en los experimentos. Estas proteinas carecen de péptido sefial, son de origen
citosolico y participan en diversas rutas metabdlicas de la célula. En la tabla I11.9 se
muestra la clasificacion segun su funcidén de algunas de las proteinas ‘“atipicas”

identificadas.

| Proteina | Descripcion I
METABOLISMO Y ENERGIA
Gapl Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
Enol Enolase |
Cdcl9 Pyruvate kinase
Pgkl Phosphoglycerate kinase
Potl4 Acetyl-CoA acetyltransferase
Gpm1 Phosphoglycerate mutase
Lab2 Lipoate biosynthesis
Pgil Glucose-6-phosphate isomerise
Pdcll Pyruvate decarboxylase
Acs2 Acetyl-CoA-synthetase
Adh1l Alcohol dehydrogenase
Pet9 ADP/ATP carrier protein
SINTESIS DE PROTEINAS

Ubid Polyubiquitin
Rpl2.3 Ribosomal protein
Rpl3 Ribosomal protein
Rpl20b Ribosomal protein
Rpsi3.3 Ribosomal protein
Rpl12 Ribosomal protein
Rpsl19a.3 Ribosomal protein

RESPUESTA A ESTRES
Ssb1 Heat shock protein
Hsp104 Heat shock protein

FACTOR DE ELONGACION
Tefl Translation elongation factor
Eft2 Translation elongation factor
TRANSPORTE
Hx15.5f Sugar transporter
Pmal Plasma membrane H+transporting ATPasel
Porl Mitocondrial outer membrane porin
Shm2 Serine hydroxymethyltransferase precursor
Cyb5 Cytochrome b5
OTRAS FUNCIONES

Rpb140 DNA-dependent RNA polymerase Il
Pdri3 Drug resistance
Actl Actin
Sah1 S-adenosyl-L-homocysteine hydrolase
Tkl1l Transketolase
Nupl88 Nucleoporin
Rad57 DNA-repair like protein
Mak10.3 Glucose-repressible protein

Tabla 111.9. Clasificacion segun su funcién de las proteinas “atipicas” identificadas.
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I11.LA.2. IDENTIFICACION DE PROTEINAS EN PAREDES
CELULARES DE MUTANTES: pgal3; pga26; pga3l; pirl/PIR1;
pmtl/pmt6.

Para poder comprender mejor la funcién de las proteinas asi como su
localizacion en la pared celular, decidimos identificar las proteinas presentes en las
paredes de mutantes sometidos a estres bioldgico. Para ello, se eligieron mutantes nulos
con lo que previamente en nuestro laboratorio se habia realizado la disrupcion en algin
gen que codificaba alguna proteina de pared, a excepcion del mutante nulo pmtl/pmt6
que resultaba interesante por presentar alteraciones en glicosilacion y fue cedido por el

laboratorio de Microbiologia del Dr. Ernst en Disseldorf, Alemania.

De cada una de los mutantes se obtuvieron paredes celulares y se trataron con
SDS 2% durante 2 h para eliminar todos aquellos posibles contaminantes. Las paredes
se liofilizaron y se realizo la identificacion de proteinas.

I11.A.2.1. Identificacion de proteinas en paredes celulares del mutante

pgal3.

El resultado de la identificacion de proteinas en paredes celulares del mutante

pgal3 se detalla en la tabla 111.10.

Proteina  Descripcion Secuencia Residuos "Score"
Ecm33.3  Protein involved in cell wall TIGGALQISDNSELR 276-290 127,61

Tabla 111.10. ldentificacion de proteinas en paredes celulares del mutante pgal3. Se detalla la
descripcidn, el péptido correspondiente a la proteina identificada, la situacion del péptido en la secuencia

aminoacidica de la proteina y el “score”.

Solamente se identificd la proteina Ecm33.3 con un Unico péptido y un “score”
muy bajo. Una proteina que como se ha citado anteriormente, presenta un papel
importante en la remodelacion de la pared celular y su ausencia provoca cambios en la

morfologia de las hifas.

I11.A.2.2. Identificacion de proteinas en paredes celulares del mutante
pgaz6.

El resultado de la identificacién de proteinas en paredes celulares del mutante

pga26 se detalla en la tabla I11.11.
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Proteina
Als2
Als4
Als9

Bgl21
Cht2

Crh11

Ecm33.3

Engl
Pgad
Pgal7
Pga29

Phr2

Sap9

Scwl

Descripcion

Agglutinin like-protein
Agglutinin like-protein
Agglutinin like-protein

1,3-beta-Glucosyltransferase
Chitinase 2

Transglycosylase

Protein involved in cell wall

Endo-1,3-beta-glucanase
B-1,3-glucanosyltransferase
Unknown function
Unknown function

B-1,3-glucanosyltransferase

Secreted aspartyl protease

Glucosidase

Secuencia
LIPSINK

ILLSR
VSSYAMR
IIPSLNK
ISVSTIK
FADTLWNK
FAKDTSK
FADSAPNK
FADSAPNKNIK
LSSAIEEIK
VEVVLK
SVLVADYSSGK

QYSYSDQSGSWESIKADGGK

VDVILK
TIGGALQISDNSELR
SFSGFPK
VSGGFILK
AIDTNAPPTVFAR
TKNPSGDGGYLK
LYELQER
SDDSKVDGLGLYSK
HEGAAIDYLFLGK
TSSITVR
YSESEYAVSNKK
KTDDSAPITIVAK
TDDSAPITIVAK
KSNTDASAFVK
SNTDASAFVK
SKGYR
YQGDLVTVK
TYSQISYPVR
IQVPVSK
GDSNGVAVPSK
SNQQAAISSIK

Residuos
189-195
184-188
285-291
189-195
106-112
122-129
171-177
229-236
229-239
259-267

94-99
236-246
247-266
203-208
276-290
291-297
322-329
431-443
321-332

42-48

26-39

40-52

72-78
127-138
138-150
139-150
164-174
165-174
186-190
320-328
332-341
342-348
323-333
334-344

"Score"
30
66
30

76
258

299

334

43
50
22
699

339

230

215

Tabla I11.11. Identificacion de proteinas en paredes celulares del mutante pga26. Se detalla la

descripcidn, los péptidos correspondientes a las proteinas identificadas, la situacién de estos péptidos en

la secuencia aminoacidica de las proteinas y el “score”.

Segun el resultado obtenido en comparacién con las proteinas identificadas en
paredes sin estrés (Tabla 111.2), se observd menor cantidad de proteinas y menor
cantidad de péptidos en la identificacion de cada una de ellas, de hecho, la proteina Als9

se identifico por primera vez, con un Unico péptido. Sin embargo, proteinas como Phrl,

Pirl, Sun42 y Utr2 entre otras, no se identificaron.
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I111.A.2.3. Identificacion de proteinas en paredes celulares del mutante
pga3l.

El resultado de la identificacion de proteinas en paredes celulares del mutante

pga31 se detalla en la tabla 111.12.

Proteina Descripcidn Secuencia Residuos "Score"
Als2 Agglutinin like-protein AGTNTVTFNDGDKK 153-166 126
Als4 Agglutinin like-protein FITDQTSIDLVADGR 77-91 622
ILLSR 184-188

Bgl21 1,3-beta-Glucosyltransferase  ISVSTIK 106-112 32

Cht2 Chitinase 2 TVLLSLGGGVGDYGFSDVASATK 99-121 2251
FADTLWNK 122-129
FADSAPNKNIK 229-239
LFVGVPATSNIAGYVDTSK 240-258

Crh1l Transglycosylase DAVTWSVDGSVIR 170-182 800
SVLVADYSSGK 236-246

Ecm33.3 Protein involved in cell wall TGLTAGITSAESVVISDTGLSSLTGINVFK 139-168 1400

VDVILK 203-208
TIGGALQISDNSELR 276-290
SFSGFPK 291-297
VSGGFILK 322-329

Pga29 Unknown function SDDSKVDGLGLYSK 26-39 545
HEGAAIDYLFLGK 40-52
QIFQELK 65-71
DGTLSFTGDDKVYASK 104-119
NVNDPYRYSESEYAVSNK 120-137
YSESEYAVSNK 127-137
KTDDSAPITIVAK 138-150
TDDSAPITIVAK 139-150

Phr2 B-1,3-glucanosyltransferase DIPYLEAVDTNVIR 75-88 230
KSNTDASAFVK 164-174
SNTDASAFVK 165-174
SIPVGYSANDDSAIR 191-205

Scwl Glucosidase IFAGIFDVSSITSGIESLAEAVK 182-204 439
SNQQAAISSIK 334-344

Utr2 1,3-1,4-B-glucanase IQFSLWPGGDSSNAK 254-268 29

Tabla 111.12. Identificacion de proteinas en paredes celulares del mutante pga3l. Se detalla la
descripcion, los péptidos correspondientes a las proteinas identificadas, la situacion de estos péptidos en

la secuencia aminoacidica de las proteinas y el “score”.

No se observaron muchas diferencias en el resultado con respecto al anterior
mutante, ya que a excepcion de alguna proteina, la mayor parte también fueron
identificadas en el mutante pga26. Ademas, proteinas como Cht2, Ecm33.3, Pga29 y
Phr2 son las que se identificaron con mayor numero de péptidos, al igual que en el

experimento anterior.
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I11.A.2.4. Identificacion de proteinas en paredes celulares del mutante
PIR1/pirl.

El resultado de la identificacion de proteinas en paredes celulares del mutante
PIR1/pirl se detalla en la tabla 111.13.

Proteina Descripcion Secuencia Residuos "Score"
Cht2 Chitinase 2 FADTLWNK 122-129 22
Ecm33.3 Protein involved in cell wall VSGGFILK 322-329 61

Tabla I11.13. Identificacién de proteinas en paredes celulares del mutante PIR1/pirl. Se detalla la
descripcion, los péptidos correspondientes a las proteinas identificadas, la situacion de estos péptidos en

la secuencia aminoacidica de las proteinas y el “score”.

Solamente se identificaron dos proteinas, Cht2 y Ecm33.3. Ambas se
identificaron en las paredes de los mutantes pga26 y pga31 con un minimo de cuatro

péptidos y en este experimento solo con un péptido cada una y un “score” muy bajo.

I11.A.2.5. Identificacion de proteinas en paredes celulares del doble

mutante pmtl/pmt6.

En este experimento se obtuvieron paredes de la cepa CPP117 en la que se
encuentran disrupcionados los genes PMT1 y PMT6 que como ya se ha mencionado
anteriormente, codifican proteinas manosiltransferasas necesarias en el proceso de
O-glicosilacion. El resultado de la identificacion de proteinas en paredes celulares del
doble mutante pmt1/pmt6 se detalla en la tabla 111.14.

Proteina IDescripcic’m |Secuencia Residuos "Score"

Cht2 Chitinase 2 TVLLSLGGGVGDYGFSDVASATK 99-121 656
FADSAPNKNIK 229-239
LFVGVPATSNIAGYVDTSK 240-258
LAISTVTDVQK 404-414
IVTTSAQTVGSSTK 511-524

Ecm33.3 Proteininvolvedin cell wall ~ ATTINAATLQLVSGVLEFNANTILSDLNLAQLTTVGSFNLNALPALEK 91-138 2173
TGLTAGITSAESVVISDTGLSSLTGINVFK 139-168
LKVFNVNNNDNIDTIDSGLQEVTDTIDISYNAEKVDVILK 183-223
LKTIGGALQISDNSELR 274-290
TIGGALQISDNSELR 276-290
VSGGFILK 322-329

Pgad B-1,3-glucanosyltransferase ~ AGIYVILDVNTPHSSITR 99-116 48
TKNPSGDGGYLK 321-332

Pga29 Unknown function QSFTLGGDVYELGATDNFIPVTINKDGTLSFTGDDKVYASK 79-119 302

Pga3l Unknown function GGDGAIPIKLVAK 201-213 38

Tabla I11.14. Continuacién en pagina siguiente.
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Proteina Descripcion Secuencia Residuos "Score"

Phri B-1,3-glucanosyltransferase ~ NNPEWNLDLYKR 136-147 70
SNTDASAFVK 175-184

Phr2 B-1,3-glucanosyltransferase ~ SNTDASAFVK 165-174 166
SIPVGYSANDDSAIR 191-205

Scwl Glucosidase IFAGIFDVSSITSGIESLAEAVK 182-204 325
SNQQAAISSIK 334-344

Swpl Glycotransferase LVEVLPSPEFK 134-144 43

Tabla 111.14. Identificacion de proteinas en paredes celulares del doble mutante pmtl/pmt6. Se
detalla la descripcion, los péptidos correspondientes a las proteinas identificadas, la situacion de estos

péptidos en la secuencia aminoacidica de las proteinas y el “score”.

Se identificé la proteina Swpl con un Unico péptido. Swpl se encuentra
implicada en N-glicosilacion, formando parte del complejo OST junto con
siete subunidades més (Ostl, Ost2, Ost3, Ost4, Ost5, Wbpl y Stt3) responsable de la
transferencia del oligosacarido GlczMangGIcNAc, a un residuo de asparragina
(Mora-Montes et al., 2009).

En las paredes celulares de todos los mutantes, se ha identificado un total de 18
proteinas que presentan péptido sefial, caracteristica propia de proteinas de pared celular
y de todas ellas, catorce son proteinas GPI. De las cuatro proteinas no GPI (Bgl21, Eng1,
Scwl y Swpl), Swpl fue la Unica proteina identificada por primera vez, con un Unico
péptido en paredes del doble mutante pmtl/pmt6. Proteinas GPI tales como Ecm33.3 y
Cht2 practicamente han aparecido en las paredes de la cepa control y en las paredes de
casi todos los mutantes. Sin embargo, Sap9, Swpl y Utr2, Gnicamente fueron

identificadas cada una de ellas en un Unico mutante.

A pesar de que los mutantes sobre los que se realizd la identificacion de
proteinas presentaban un estrés causado por la disrupcion de algin gen codificante de
proteina de pared, no se encontraron resultados significativos en comparacion con las
paredes de la cepa control que demostraran algiin cambio importante en la pared como
por ejemplo podria haber sido: (i) identificacion de nuevas proteinas, (ii) proteinas
diferentes en cada mutante, etc. De manera que los resultados nos sugerian que la
funcién realizada por una determinada proteina que se encuentra ausente en la pared,

podria llegar a ser sustituida por otras que también forman parte de la misma estructura.
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111.A.3. IDENTIFICACION DE PROTEINAS EN PAREDES
CELULARES DE LA CEPA SC5314 SOMETIDA A CONDICIONES
DE ESTRES QUIMICO Y/O OSMOTICO.

111.A.3.1. Control.

Se realiz6 de nuevo la identificacion de proteinas de paredes celulares de la cepa
SC5314 de C. albicans crecida en medio YPD hasta alcanzar la fase exponencial tardia,
con el propoésito de observar si existian diferencias significativas en la identificacion de
proteinas con respecto a paredes de la misma cepa pero crecida en condiciones de estrés
quimico y/o osmdtico. Para llevar a cabo el experimento, se obtuvieron paredes
celulares que fueron tratadas con SDS 2% y finalmente se liofilizaron para poder

realizar la identificacion de proteinas. El resultado se detalla en la tabla I11.15.

Proteina  Descripcion Secuencia Residuos "Score"

Alsl Agglutinin-like protein STVDPSGYLYASR 176-188 235
GLNDWNYPVSSESFSYTK 237-254
SQSKPFTLR 303-311

Als2 Agglutinin-like protein AGTNTVTFNDGDKK 153-166 177
ISIDVDFEKTNEDASGYFIASR 167-188
TNEDASGYFIASR 176-188
LIPSINK 189-195

Als4 Agglutinin-like protein STVASSDRILLSR 176-188 49

Als9 Agglutinin-like protein IIPSLNK 189-195 20

Cht2 Chitinase 2 TVLLSLGGGVGDYGFSDVASATK 99-121 5495
TVLLSLGGGVGDYGFSDVASATKFADTLWNK 99-129
FADTLWNK 122-129
FGAGEDPERPFDDAVVDGFDFDIEHGGATGYPELATALR 130-168
FADSAPNKNIK 229-239
LFVGVPATSNIAGYVDTSK 240-258

Crh11 Transglycosylase FDNGLGPHFESLKK 46-59 1386
KQGTIDSGSNGLSLTMK 59-75
KQGTIDSGSNGLSLTMKK 59-76
QGTIDSGSNGLSLTMK 60-75
QGTIDSGSNGLSLTMKK 60-76
RFDNPSFK 77-84
FDNPSFK 78-84
SNFYIMFGR 85-93
VEVVLKGAEGK 94-104
GNTATYDRGGYHDIANPLKDYHTYVIDWTK 140-169
GGYHDIANPLKDYHTYVIDWTK 148-169
GGYHDIANPLKDYHTYVIDWTKDAVTWSVDGSVIR 148-182
DAVTWSVDGSVIR 170-182
SVLVADYSSGK 236-246
SVLVADYSSGKQYSYSDQSGSWESIK 236-261
SVLVADYSSGKQYSYSDQSGSWESIKADGGK 236-266
QYSYSDQSGSWESIK 247-261
QYSYSDQSGSWESIKADGGK 247-266
QYSYSDQSGSWESIKADGGKVNGR 247-270

Ecm33.1  Protein involved in cell wall SVGNSMQIFAHDELTK 247-262 95

Tabla 111.15. Continuacién en péagina siguiente.
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Engl

Pga4

Pga29

Phr2

Pirl
Sap9

Scwl

Proteina
Ecm33.3

Descripcion
Protein involved in cell wall

Endo-1,3-beta-glucanase

B-1,3-glucanosyltransferase

Unknown function

B-1,3-glucanosyltransferase

Structural protein
Secreted aspartyl protease

Glucosidase

Secuencia

ATTINAATLQLVSGVLEFNANTILSDLNLAQLTTVGSFNLNALPALEK

TGLTAGITSAESVVISDTGLSSLTGINVFK
LKVFNVNNNDNIDTIDSGLQEVTDTIDISYNAEKVDVILK
VFNVNNNDNIDTIDSGLQEVTDTIDISYNAEK
VFENVNNNDNIDTIDSGLQEVTDTIDISYNAEKVDVILK
VDVILKQLSSAK

NDDLTELDFPKLK
LKTIGGALQISDNSELR
LKTIGGALQISDNSELRSFSGFPK
TIGGALQISDNSELR
TIGGALQISDNSELRSFSGFPK
RVSGGFILK

VSGGFILK

VSGGFILKTDGK
DASNPSADDTYFPVSR

LNQALFDPK
VEGNAFWDSESGDRFYIR
DVKYFQELGINTIR

YFQELGINTIR

AGIYVILDVNTPHSSITR

DMKTFIK

TIPVGYSAASVDEYR

TKNPSGDGGYLK

SDDSKVDGLGLYSK
SDDSKVDGLGLYSKHEGAAIDYLFLGK
HEGAAIDYLFLGK

YDDEKKQIFQELK

QIFQELK

QIFQELKTSSITVR
QSFTLGGDVYELGATDNFIPVTINK
QSFTLGGDVYELGATDNFIPVTINKDGTLSFTGDDKVYASK
DGTLSFTGDDKVYASK
NVNDPYRYSESEYAVSNK
NVNDPYRYSESEYAVSNKK
YSESEYAVSNK
YSESEYAVSNKKTDDSAPITIVAK
KTDDSAPITIVAK

TDDSAPITIVAK

DIPYLEAVDTNVIR

KSNTDASAFVK

SNTDASAFVK

AAIRDTKAYIK

SIPVGYSANDDSAIR

ASGYESATNDYK
WGAIVANHQFQFDGPIPQAGTIYSAGWSIK
DGSLDMTLTNK
IGSNEDENRVLVDTGSSDLWVMSHDLK
LKADGIIAK

SLYSLYLNTADAK
SLYSLYLNTADAKAGSILFGAIDHAK
AGSILFGAIDHAK

YQGDLVTVK

TYSQISYPVR

TIKVPISDLVLQASK

VPISDLVLQASK
SESQIASEIAQLSGFDVIR
AKTSSQKIFAGIFDVSSITSGIESLAEAVK
IFAGIFDVSSITSGIESLAEAVK
NVLITETGWPSRGDSNGVAVPSK
NVLITETGWPSRGDSNGVAVPSKSNQQAAISSIK
SNQQAAISSIK

ADGPYNAEKYWGIYSN

Residuos
91-138
139-168
183-223
185-216
185-223
203-214
263-275
274-290
274-297
276-290
276-297
321-329
322-329
322-333
932-947
1101-1109
24-41
66-79
69-79
99-116
172-178
184-198
321-332
26-39
26-52
40-52
59-71
65-71
65-78
79-103
79-119
104-119
120-137
120-138
127-137
127-150
138-150
139-150
75-88
164-174
165-174
175-185
191-205
239-250
272-301
51-61
71-97
285-293
294-306
294-319
307-319
320-328
332-341
424-438
427-438
142-160
175-204
182-204
311-333
311-344
334-344
363-378

"Score"
6949

83

2058

2657

614

149
354

Tabla I11.15. Continuacion en pagina siguiente.
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Proteina  Descripcion Secuencia Residuos "Score"
Sod4 Superoxide dismutase TPAALELGDLSGR 105-117 89
Tos1 Unknown function FGNSLSYANADNSGGSSTPVPLEETTIK 260-287 280
SGEEYIIFSGSK 288-299
IFVFEFEMPSDTNGNGYNQDMPAVWLLNAK 325-354

Utr2 1,3-1,4-B-glucanase MSTFQESFDSKDKVK 75-89 493
YLWYGK 137-142
IQFSLWPGGDSSNAK 254-268
GTIEWAGGLINWDSEDIKK 269-287
YGYYYAHIK 288-296

Yps3 Putative aspartic-type endopeptidase SSVSDGILGIGIANGYDNFPVLLQK 170-194 90

Yps7 Putative aspartic-type endopeptidase YYVGNFYQFDMIPHTGFR 342-359 161
SNDDQIPVLLDSR 399-411
VVPSSVTGYNMLGLPFLK 494-511

Tabla 111.15. Identificacion de proteinas en paredes celulares de la cepa SC5314 de C. albicans
crecida en medio YPD en fase exponencial tardia. Se detalla la descripcion, los péptidos
correspondientes a las proteinas identificadas, la situacidn de estos péptidos en la secuencia aminoacidica

de las proteinas y el “score”.

Se identificaron veinte proteinas en el control siendo cinco las proteinas no GPI.
Por primera vez se identificaron, Yps3 e Yps7, dos proteinas con actividad aspartico
proteasa de las cuales se conoce que en P. pastoris, estas proteinas se encuentran
codificadas por una familia de cinco genes YPS1, YPS2, YPS3, YPS7 y MKC7
(Guan et al., 2012)

111.A.3.2. Sensibilidad a NaCl.

Para determinar la sensibilidad de la cepa SC5314 de C. albicans a un agente
osmotico como el NaCl, se preparé medio YPD que contenia NaCl a concentraciones de
0.1, 0.2, 0.3 y 0.4 M credandose un medio hipertonico i6nico. Se observo que la
concentracion 0.4 M resultaba ser la mas idénea ya que el crecimiento se veia afectado
sin perder la viabilidad (Figura 111.4). Posteriormente, se obtuvieron paredes celulares
de la cepa crecida en medio YPD con 0.4 M de NaCl, se trataron con SDS 2% y se

liofilizaron.

~—4—Control

80,1 M Nacl
0,2 M Nacl

0,3 M NaCl

=~0,4 M NaCl

20

Tiempo (h)

Figura I11.4. Sensibilidad a NaCl. Cultivos de la cepa SC5314 de C. albicans crecieron en presencia de
NaCl a concentraciones de 0, 0.1, 0.2, 0.3y 0.4 M.
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El resultado de la identificacion de proteinas en paredes celulares de la cepa
SC5314 crecida en medio YPD con 0.4 M de NaCl se detalla en la tabla 111.16.
Proteina  Descripcidn Secuencia Residuos "Score"
Alsl Agglutinin-like protein STVDPSGYLYASR 176-188 124
GLNDWNYPVSSESFSYTK 237-254
Bgl21 1,3-beta-Glucosyltransferase IFLVGSEALYREDLTASELASK 113-134 142
Cht2 Chitinase 2 TVLLSLGGGVGDYGFSDVASATK 99-121 1762
FADSAPNKNIK 229-239
LFVGVPATSNIAGYVDTSK 240-258
Ecm33.3  Protein involved in cell wall ATTINAATLQLVSGVLEFNANTILSDLNLAQLTTVGSFNLNALPALEK 91-138 5952
TGLTAGITSAESVVISDTGLSSLTGINVFK 139-168
LKVFNVNNNDNIDTIDSGLQEVTDTIDISYNAEKVDVILK 169-208
VFENVNNNDNIDTIDSGLQEVTDTIDISYNAEKVDVILK 171-208
LKTIGGALQISDNSELR 274-290
TIGGALQISDNSELR 276-290
TIGGALQISDNSELRSFSGFPK 276-297
RVSGGFILK 321-329
VSGGFILK 322-329
Pgad B-1,3-glucanosyltransferase DVKYFQELGINTIR 66-79 646
YFQELGINTIR 69-79
AGIYVILDVNTPHSSITR 99-116
DMKTFIK 172-178
TKNPSGDGGYLK 321-332
Pga29 Unknown function SDDSKVDGLGLYSK 26-39 1174
SDDSKVDGLGLYSKHEGAAIDYLFLGK 26-52
HEGAAIDYLFLGK 40-52
QSFTLGGDVYELGATDNFIPVTINKDGTLSFTGDDKVYASK 79-119
NVNDPYRYSESEYAVSNKK 120-138
YSESEYAVSNKK 127-138
YSESEYAVSNKKTDDSAPITIVAK 127-150
KTDDSAPITIVAK 138-150
TDDSAPITIVAK 139-150
Phrl B-1,3-glucanosyltransferase YFKESNTNTLR 88-98 186
NNPEWNLDLYKR 136-147
SNTDASAFVK 175-184
Phr2 B-1,3-glucanosyltransferase DIPYLEAVDTNVIR 75-88 533
KSNTDASAFVK 164-174
SNTDASAFVK 165-174
SIPVGYSANDDSAIR 191-205
Sap9 Secreted aspartyl protease DGSLDMTLTNK 51-61 371
QTFYMATLK 62-70
LKADGIIAK 285-293
SLYSLYLNTADAK 294-306
AGSILFGAIDHAK 307-319
YQGDLVTVK 320-328
TYSQISYPVR 332-341
VPISDLVLQASK 427-438
Scwl Glucosidase IFAGIFDVSSITSGIESLAEAVK 182-204 402
SNQQAAISSIK 334-344
ADGPYNAEKYWGIYSN 363-378
Sod4 Superoxide dismutase TPAALELGDLSGR 105-117 75
Tos1 Unknown function FGNSLSYANADNSGGSSTPVPLEETTIK 260-287 51
SGEEYIIFSGSK 288-299
utr2 1,3-1,4-B-glucanase IQFSLWPGGDSSNAK 254-268 55
GTIEWAGGLINWDSEDIKK 269-287

Tabla I11.16. Identificacion de proteinas en paredes celulares de la cepa SC5314 de C. albicans

crecida en medio YPD con NaCl 0.4 M. Se detalla la descripcién, los péptidos correspondientes a las

proteinas identificadas, la situacion de estos péptidos en la secuencia aminoacidica de las proteinas y el

“score”.
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Se identificaron trece proteinas de las que tres no eran GPIl. Ecm33.3, Pga4,
Pga29, Phr2 y Sap9 fueron identificadas con tres péptidos como minimo al igual que en
las paredes del control. Practicamente no hubo diferencias significativas del control con

respecto a la cepa crecida en medio hipertonico ionico.

111.A.3.3. Sensibilidad a sorbitol.

Para este experimento, la células crecieron en medio YPD que contenia
concentraciones de 0.5, 1 y 1.5 M de sorbitol, creandose un medio de crecimiento
hipertonico no iénico. En estas condiciones, se observé que la concentracion 1 M de
sorbitol era idénea para disminuir el crecimiento respecto al control manteniendo la
viabilidad de la célula (Figura I11.5). De manera, que las células crecieron en esta
condicion y después se obtuvieron las paredes tratdndose de manera exhaustiva con

SDS 2%. Con las paredes una vez liofilizadas se realiz6 la identificacion de proteinas.

~—4—Control
~#-0,5 M Sorbitol
1M Sorbitol

D.O. 595 vm
O = N W AUV O N ®

~=—1,5 M Sorbitol

=]

5 10
Tiempo (h)

Figura I11.5. Sensibilidad a sorbitol. Cultivos de la cepa SC5314 de C. albicans crecieron en presencia

de sorbitol a concentraciones de 0, 0.5, 1y 1.5 M.

El resultado de la identificacion de proteinas en paredes celulares de la cepa
SC5314 crecida en medio YPD con 1 M de sorbitol se detalla en la tabla 111.17.

Proteina Descripcion Secuencia Residuos "Score"

Alsl Agglutinin-like protein GLNDWNYPVSSESFSYTK 237-254 92
SQSKPFTLR 303-311

Als2 Agglutinin-like protein TNEDASGYFIASR 176-188 63
LIPSINK 189-195

Als3 Agglutinin-like protein ISINVDFER 167-175 98
GLNDWNYPVSSESFSYTK 237-254

Als4 Agglutinin-like protein STVASSDRILLSR 176-188 41

Bgl21 1,3-beta-Glucosyltransferase IFLVGSEALYREDLTASELASK 113-134 92
INDIKDLVK 135-143

Cht2 Chitinase 2 TVLLSLGGGVGDYGFSDVASATK 99-121 2583
FADTLWNK 122-129
FGAGEDPERPFDDAVVDGFDFDIEHGGATGYPELATALR 130-168
FADSAPNKNIK 229-239
LFVGVPATSNIAGYVDTSK 240-258

Tabla I11.17. Continuacién en péagina siguiente.
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Proteina
Crh1l

Ecm33.1
Ecm33.3

Engl

Pga4

Pga24

Pga29

Phrl

Phr2

Pirl

Descripcion
Transglycosylase

Protein involved in cell wall
Protein involved in cell wall

Endo-1,3-beta-glucanase

B-1,3-glucanosyltransferase

Unknown function

Unknown function

B-1,3-glucanosyltransferase

B-1,3-glucanosyltransferase

Structural protein

Secuencia

FDNGLGPHFESLKK

KQGTIDSGSNGLSLTMK
QGTIDSGSNGLSLTMK
QGTIDSGSNGLSLTMKK

RFDNPSFK

SNFYIMFGR

VEVVLKGAEGK
GNTATYDRGGYHDIANPLKDYHTYVIDWTK
GGYHDIANPLKDYHTYVIDWTK
GGYHDIANPLKDYHTYVIDWTKDAVTWSVDGSVIR
DAVTWSVDGSVIR

SVLVADYSSGK
SVLVADYSSGKQYSYSDQSGSWESIK
SVLVADYSSGKQYSYSDQSGSWESIKADGGK
QYSYSDQSGSWESIK
QYSYSDQSGSWESIKADGGK
SVGNSMQIFAHDELTK
TGLTAGITSAESVVISDTGLSSLTGINVFK
LKVFNVNNNDNIDTIDSGLQEVTDTIDISYNAEKVDVILK
VFNVNNNDNIDTIDSGLQEVTDTIDISYNAEKVDVILK
VDVILKQLSSAK

NDDLTELDFPK

LKTIGGALQISDNSELR

TIGGALQISDNSELR
TIGGALQISDNSELRSFSGFPK

RVSGGFILK

VSGGFILK

VSGGFILKTDGK

AIDTNAPPTVFAR

LNQALFDPK

VEGNAFWDSESGDRFYIR
DVKYFQELGINTIR

YFQELGINTIR

AGIYVILDVNTPHSSITR

DMKTFIK

TIPVGYSAASVDEYR

TKNPSGDGGYLK
SNIWNVTEEIPDTPKGALK
NLYGAGAVPFFQVHLEK

SDDSKVDGLGLYSK
SDDSKVDGLGLYSKHEGAAIDYLFLGK
HEGAAIDYLFLGK

YDDEKKQIFQELK

QIFQELK

QIFQELKTSSITVR
QSFTLGGDVYELGATDNFIPVTINK
QSFTLGGDVYELGATDNFIPVTINKDGTLSFTGDDKVYASK
DGTLSFTGDDKVYASK
NVNDPYRYSESEYAVSNK
NVNDPYRYSESEYAVSNKK
YSESEYAVSNKKTDDSAPITIVAK
KTDDSAPITIVAK

TDDSAPITIVAK

NNPEWNLDLYKR

SNTDASAFVK

DIPYLEAVDTNVIR

KSNTDASAFVK

SNTDASAFVK

SIPVGYSANDDSAIR
WGAIVANHQFQFDGPIPQAGTIYSAGWSIK

Residuos
46-59
59-75
60-75
60-76
77-84
85-93

94-104
140-169
148-169
148-182
170-182
236-246
236-261
236-266
247-261
247-266
247-262
139-168
183-223
185-223
203-214
263-273
274-290
276-290
276-297
321-329
322-329
322-333
431-443

1101-1109
24-41
66-79
69-79

99-116
172-178
184-198
321-332
343-361

94-110

26-39
26-52
40-52
59-71
65-71
65-78
79-103
79-119
104-119
120-137
120-138
127-150
138-150
139-150
136-147
175-184
75-88
164-174
165-174
191-205
272-301

"Score"
1063

69
8055

82

1595

27

2869

153

461

86

Tabla 111.17. Continuacién en péagina siguiente.
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Proteina  Descripcion Secuencia Residuos "Score"
Scwl Glucosidase SESQIASEIAQLSGFDVIR 142-160 852
TSSQKIFAGIFDVSSITSGIESLAEAVK 177-204
IFAGIFDVSSITSGIESLAEAVK 182-204
NVLITETGWPSRGDSNGVAVPSK 311-333
SNQQAAISSIK 334-344
ADGPYNAEKYWGIYSN 363-378
Sod1 Superoxide dismutase LIGKDSILGR 107-116 29
Sun42  Protein involved in cell wall TYLSLIPNPNNKDKPNYNIK 314-333 33
Tos1 Unknown function FGNSLSYANADNSGGSSTPVPLEETTIK 260-287 72
SGEEYIIFSGSK 288-299
Utr2 1,3-1,4-B-glucanase YLWYGK 137-142 230
IQFSLWPGGDSSNAK 254-268
GTIEWAGGLINWDSEDIKK 269-287
Yps7 Putative aspartic-type endopeptidase VVPSSVTGYNMLGLPFLK 494-511 58

Tabla I11.17. Identificacion de proteinas en paredes celulares de la cepa SC5314 de C. albicans
crecida en medio YPD con sorbitol 1 M. Se detalla la descripcidn, los péptidos correspondientes a las
proteinas identificadas, la situacién de estos peptidos en la secuencia aminoacidica de las proteinas y el

“score”.

Se identificaron veintidos proteinas, siendo ocho de ellas, proteinas no GPI.
Pga24 de funcion desconocida y Sod1 con funcion superéxido dismutasa no aparecieron
en el control pero sin embargo solamente en estas condiciones de estrés osmotico no

ionico se consiguieron identificar con un Unico péptido.

111.A.3.4. Sensibilidad a H,0,.

Se estudié el efecto del estrés oxidativo exdgeno (H.0,) sobre la cepa SC5314
de C. albicans, para conseguir tal objetivo, las células crecieron en medio YPD que
contenia concentraciones de 0, 1, 3.5, 6 y 8.5 mM de peroxido de hidrdgeno. La
condicion idénea que afectdé al crecimiento de las células era 3.5 mM de H,0,
(Figura 111.6) y se realiz6 el mismo procedimiento de obtencion y tratamiento de las

paredes celulares citado anteriormente.

~—&— Control

—#—1mM H202
3,5 mM H202

=6 MM H202

D.0. s950m

~—8,5mM H202

Tiempo (h) )

Figura I11.6. Sensibilidad a H,O,. Cultivos de la cepa SC5314 de C. albicans crecieron en presencia de

H,0, a concentraciones de 0, 1, 3.5, 6 y 8.5 mM.
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El resultado de la identificacion de proteinas en paredes celulares de la cepa
SC5314 crecida en medio YPD con 3.5 mM de H,0, se detalla en la tabla 111.18.

Proteina  Descripcidn Secuencia Residuos "Score"
Alsl Agglutinin-like protein STVDPSGYLYASR 176-188 143
GLNDWNYPVSSESFSYTK 237-254
Bgl21 1,3-beta-Glucosyltransferase IFLVGSEALYREDLTASELASK 113-134 64
Cht2 Chitinase 2 TVLLSLGGGVGDYGFSDVASATK 99-121 504
FADSAPNKNIK 229-239
LFVGVPATSNIAGYVDTSK 240-258
Crh11 Transglycosylase QGTIDSGSNGLSLTMK 60-75 459
RFDNPSFK 77-84
SNFYIMFGR 85-93
VEVVLKGAEGK 94-104
SVLVADYSSGK 236-246
SVLVADYSSGKQYSYSDQSGSWESIK 236-261
QYSYSDQSGSWESIK 247-261
QYSYSDQSGSWESIKADGGK 247-266
Ecm33.1  Protein involved in cell wall SVGNSMOQIFAHDELTK 247-262 68
Ecm33.3 Protein involved in cell wall ATTINAATLQLVSGVLEFNANTILSDLNLAQLTTVGSFNLNALPALEK 91-138 5945
TGLTAGITSAESVVISDTGLSSLTGINVFK 139-168
TGLTAGITSAESVVISDTGLSSLTGINVFKLK 139-170
LKVFNVNNNDNIDTIDSGLQEVTDTIDISYNAEKVDVILK 169-208
VFNVNNNDNIDTIDSGLQEVTDTIDISYNAEKVDVILK 171-208
VDVILKQLSSAK 203-214
LKTIGGALQISDNSELR 274-290
TIGGALQISDNSELR 276-290
TIGGALQISDNSELRSFSGFPK 276-297
RVSGGFILK 321-329
VSGGFILK 322-329
VSGGFILKTDGK 322-333
Pgad B-1,3-glucanosyltransferase VEGNAFWDSESGDRFYIR 24-41 456
DVKYFQELGINTIR 66-79
YFQELGINTIR 69-79
AGIYVILDVNTPHSSITR 99-116
DMKTFIK 172-178
TIPVGYSAASVDEYR 184-198
GDSVTTNDDFDNLKSQFEK 302-320
TKNPSGDGGYLK 321-332
GALKYLK 358-364
Pga29 Unknown function SDDSKVDGLGLYSK 26-39 948
SDDSKVDGLGLYSKHEGAAIDYLFLGK 26-52
HEGAAIDYLFLGK 40-52
QIFQELK 65-71
QIFQELKTSSITVR 65-78
QSFTLGGDVYELGATDNFIPVTINK 79-103
QSFTLGGDVYELGATDNFIPVTINKDGTLSFTGDDKVYASK 79-119
NVNDPYRYSESEYAVSNK 120-137
NVNDPYRYSESEYAVSNKK 120-138
YSESEYAVSNK 127-137
YSESEYAVSNKK 127-138
YSESEYAVSNKKTDDSAPITIVAK 127-150
KTDDSAPITIVAK 138-150
TDDSAPITIVAK 139-150
Phrl B-1,3-glucanosyltransferase YFKESNTNTLR 88-98 190
NNPEWNLDLYKR 136-147
SNTDASAFVK 175-184
LFQEIGTLYSDK 280-291
Phr2 B-1,3-glucanosyltransferase DIPYLEAVDTNVIR 75-88 510
KSNTDASAFVK 164-174
SNTDASAFVK 165-174
AAIRDTKAYIK 175-185
SIPVGYSANDDSAIR 191-205
ASGYESATNDYK 239-250

Tabla 111.18. Continuacién en péagina siguiente.
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Proteina  Descripcidn Secuencia Residuos "Score"
Scwl Glucosidase SESQIASEIAQLSGFDVIR 142-160 468
IFAGIFDVSSITSGIESLAEAVK 182-204
NVLITETGWPSR 311-322
NVLITETGWPSRGDSNGVAVPSK 311-333
SNQQAAISSIK 334-344
ADGPYNAEKYWGIYSN 363-378
Sun42 Protein involved in cell wall TYLSLIPNPNNKDKPNYNIK 314-333 23
Tosl Unknown function SGEEYIIFSGSK 288-299 84
KGTVAYHGFK 311-320
Utr2 1,3-1,4-B-glucanase YLWYGK 137-142 75
IQFSLWPGGDSSNAK 254-268

Tabla 111.18. Identificacion de proteinas en paredes celulares de la cepa SC5314 de C. albicans
crecida en medio YPD con H,0, 3.5 mM. Se detalla la descripcion, los péptidos correspondientes a las
proteinas identificadas, la situacion de estos péptidos en la secuencia aminoacidica de las proteinas y el

“score”.

Se identificaron catorce proteinas de las que cuatro eran proteinas no GPI. No se
observaron diferencias significativas respecto a los anteriores experimentos,
identificandose proteinas como Crhll, Pga4, Pga29 con un nimero elevado de péptidos

y un “score” alto.

I11.A.3.5. Sensibilidad a blanco de calcofltor.

En este experimento se utilizé el blanco de calcofltor, caracterizado por ser una
molécula dipolo que interfiere en la cristalizacion de los componentes de la pared
celular, distorsionando por tanto el ensamblaje de éstos. Las concentraciones utilizadas
para realizar tal experimento fueron 0, 10, 20, 40 y 50 pg/ml, eligiendo 20 pg/ml
como la concentracién Optima para provocar una disminucion de crecimiento
(Figura 111.7). Las células crecieron en un cultivo de YPD conteniendo 20 pg/ml de
blanco de calcofltor, después se obtuvieron paredes celulares y tras ser tratadas con
SDS 2% se liofilizaron y se realizd la identificacion de proteinas mediante

espectrometria de masas.

——Control
——10 pg/ml CFW
20 pg/mi CFW
40 g/mi CFW
50 pg/mi CFW.

Tiempo (h)

Figura I11.7. Sensibilidad a blanco de calcofltor. Cultivos de la cepa SC5314 de C. albicans crecieron

en presencia de blanco de calcoflor a concentraciones de 0, 10, 20, 40 y 50 pg/ml.
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El resultado de la identificacion de proteinas en paredes celulares de la cepa
SC5314 crecida en medio YPD con 20 ug/ml de blanco de calcofltor se detalla en la
tabla 111.19.

Proteina Descripcion Secuencia Residuos "Score"
Alsl Agglutinin-like protein STVDPSGYLYASR 176-188 207
GLNDWNYPVSSESFSYTK 237-254
SQSKPFTLR 303-311
Als2 Agglutinin-like protein AGTNTVTFNDGDKK 153-166 142
TNEDASGYFIASR 176-188
LIPSINK 189-195
Als3 Agglutinin-like protein KISINVDFER 166-175 315
ISINVDFER 167-175
SNVDPKGYLTDSR 176-188
GLNDWNYPVSSESFSYTK 237-254
Als4 Agglutinin-like protein STVASSDRILLSR 176-188 36
Bgl21 1,3-beta-Glucosyltransferase IFLVGSEALYR 113-123 156
IFLVGSEALYREDLTASELASK 113-134
INDIKDLVK 135-143
SYSSVPVGTVDSWNVLVDGASKPAIDAADVVYSNSFSYWQK 152-192
Cht2 Chitinase 2 TVLLSLGGGVGDYGFSDVASATK 99-121 4827
FADTLWNK 122-129
FGAGEDPERPFDDAVVDGFDFDIEHGGATGYPELATALR 130-168
FADSAPNKNIK 229-239
LFVGVPATSNIAGYVDTSK 240-258
Ecm33.1 Protein involved in cell wall SVGNSMQIFAHDELTK 247-262 139
Ecm33.3 Protein involved in cell wall ATTINAATLQLVSGVLEFNANTILSDLNLAQLTTVGSFNLNALPALEK 91-138 8177
TGLTAGITSAESVVISDTGLSSLTGINVFK 139-168
LKVFNVNNNDNIDTIDSGLQEVTDTIDISYNAEKVDVILK 183-223
VFNVNNNDNIDTIDSGLQEVTDTIDISYNAEKVDVILK 185-223
VDVILKQLSSAK 203-214
NDDLTELDFPKLK 263-275
LKTIGGALQISDNSELR 274-290
TIGGALQISDNSELR 276-290
TIGGALQISDNSELRSFSGFPK 276-297
RVSGGFILK 321-329
VSGGFILK 322-329
VSGGFILKTDGK 322-333
Engl Endo-1,3-beta-glucanase AIDTNAPPTVFAR 431-443 139
DASNPSADDTYFPVSR 932-947
LNQALFDPK 1101-1109
Pgad B-1,3-glucanosyltransferase VEGNAFWDSESGDRFYIR 24-41 1419
DVKYFQELGINTIR 66-79
YFQELGINTIR 69-79
AGIYVILDVNTPHSSITR 99-116
DMKTFIK 172-178
TIPVGYSAASVDEYR 184-198
TKNPSGDGGYLK 321-332
GALKYLK 358-364
Pga29 Unknown function SDDSKVDGLGLYSK 26-39 3272
SDDSKVDGLGLYSKHEGAAIDYLFLGK 26-52
VDGLGLYSKHEGAAIDYLFLGK 31-52
HEGAAIDYLFLGK 40-52
YDDEKKQIFQELK 59-71
QIFQELK 65-71
QIFQELKTSSITVR 65-78
QSFTLGGDVYELGATDNFIPVTINK 79-103
QSFTLGGDVYELGATDNFIPVTINKDGTLSFTGDDKVYASK 79-119
DGTLSFTGDDKVYASK 104-119
NVNDPYRYSESEYAVSNK 120-137
NVNDPYRYSESEYAVSNKK 120-138
YSESEYAVSNKKTDDSAPITIVAK 127-150
KTDDSAPITIVAK 138-150
TDDSAPITIVAK 139-150

Tabla 111.19. Continuacién en péagina siguiente.
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Proteina Descripcion Secuencia Residuos "Score"

Pga3l Unknown function HEGAALNYLFLAAPGVAENLK 102-122 395
HEGAALNYLFLAAPGVAENLKYDDETKTVYTELK 102-135
NINDPYNYSK 184-193
NINDPYNYSKDSYAVVK 184-200
NINDPYNYSKDSYAVVKGGDGAIPIK 184-209
DSYAVVKGGDGAIPIK 194-209
DSYAVVKGGDGAIPIKLVAK 194-213
GGDGAIPIK 201-209
GGDGAIPIKLVAK 201-213

Phrl B-1,3-glucanosyltransferase GIAYQQDAAGSVSSGYDADPNRK 49-71 338
DVKYFKESNTNTLR 85-98
YFKESNTNTLR 88-98
NNPEWNLDLYKR 136-147
SNTDASAFVK 175-184
LFQEIGTLYSDK 280-291

Phr2 B-1,3-glucanosyltransferase DIPYLEAVDTNVIR 75-88 535
KSNTDASAFVK 164-174
SNTDASAFVK 165-174
AAIRDTKAYIK 175-185
SIPVGYSANDDSAIR 191-205
ASGYESATNDYK 239-250

Pirl Structural protein WGAIVANHQFQFDGPIPQAGTIYSAGWSIK 272-301 100

Rbt1 Unknown function TLGLLLGLLK 245-254 144
TLGLLLGLLKK 245-255

Sap9 Secreted aspartyl protease DGSLDMTLTNK 51-61 286
QTFYMATLK 62-70
IGSNEDENRVLVDTGSSDLWVMSHDLK 71-97
LKADGIIAK 285-293
SLYSLYLNTADAK 294-306
AGSILFGAIDHAK 307-319
YQGDLVTVK 320-328
TYSQISYPVR 332-341
TIKVPISDLVLQASK 424-438

Scwl Glucosidase SESQIASEIAQLSGFDVIR 142-160 748
TSSQKIFAGIFDVSSITSGIESLAEAVK 177-204
IFAGIFDVSSITSGIESLAEAVK 182-204
NVLITETGWPSRGDSNGVAVPSK 311-333
SNQQAAISSIK 334-344
ADGPYNAEKYWGIYSN 363-378

Tosl Unknown function FGNSLSYANADNSGGSSTPVPLEETTIK 260-287 73

utr2 1,3-1,4-B-glucanase MSTFQESFDSKDKVK 75-89 342
YLWYGK 137-142
IQFSLWPGGDSSNAK 254-268
GTIEWAGGLINWDSEDIKK 269-287
YGYYYAHIK 288-296

Yps7 Putative aspartic-type endopeptidase ~ YYVGNFYQFDMIPHTGFR 342-359 48
VVPSSVTGYNMLGLPFLK 494-511

Tabla 111.19. Identificacion de proteinas en paredes celulares de la cepa SC5314 de C. albicans
crecida en medio YPD con blanco de calcoflior 20 pg/ml. Se detalla la descripcion, los péptidos
correspondientes a las proteinas identificadas, la situacion de estos péptidos en la secuencia aminoacidica

de las proteinas y el “score”.

Se identificaron veinte proteinas y cinco fueron proteinas no GPI, entre ellas, se
encontraba Yps7 que también se habia determinado en el control y en paredes tratadas

con sorbitol.

111.A.3.6. Sensibilidad a rojo congo.

En este experimento se utilizd rojo congo, agente que interfiere en la formacion

de las microfibrillas de 3-1,3-glucano. Las concentraciones utilizadas en los diferentes
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cultivos de YPD fueron 0, 5, 10, 15 y 20 pg/ml de rojo congo. El cultivo en YPD con
concentracion de 20 pg/ml de rojo congo resulté ser el més idoneo, provocando un

retraso en el crecimiento (Figura 111.8).

= Control
—&—5 pg/ml RC
10 pg/miRC
=15 pg/miRC
~==20 pg/mIRC

20

Tiempo (h)

Figura 111.8. Sensibilidad a rojo congo. Cultivos de la cepa SC5314 de C. albicans crecieron en

presencia de rojo congo a concentraciones de 0, 5, 10, 15 y 20 pg/ml.

El resultado de la identificacion de proteinas en paredes celulares de la cepa
SC5314 crecida en medio YPD con 20 pg/ml de rojo congo se detalla en la
tabla 111.20.

Proteina Descripcion Secuencia Residuos "Score"
Alsl Agglutinin-like protein STVDPSGYLYASR 176-188 121
GLNDWNYPVSSESFSYTK 237-254
Cht2 Chitinase 2 TVLLSLGGGVGDYGFSDVASATK 99-121 527
FGAGEDPERPFDDAVVDGFDFDIEHGGATGYPELATALR 130-168
FADSAPNKNIK 229-239
LFVGVPATSNIAGYVDTSK 240-258
Crh1l  Transglycosylase QGTIDSGSNGLSLTMK 60-75 272
RFDNPSFK 77-84
SVLVADYSSGK 236-246
SVLVADYSSGKQYSYSDQSGSWESIK 236-261
Ecm33.3 Proteininvolvedin cell wall  ATTINAATLQLVSGVLEFNANTILSDLNLAQLTTVGSFNLNALPALEK 91-138 4564
TGLTAGITSAESVVISDTGLSSLTGINVFK 139-168
LKVFNVNNNDNIDTIDSGLQEVTDTIDISYNAEKVDVILK 183-223
VFNVNNNDNIDTIDSGLQEVTDTIDISYNAEKVDVILK 185-223
LKTIGGALQISDNSELR 274-290
TIGGALQISDNSELR 276-290
TIGGALQISDNSELRSFSGFPK 276-297
VSGGFILK 322-329
Engl Endo-1,3-beta-glucanase AIDTNAPPTVFAR 431-443 31
Pgad B-1,3-glucanosyltransferase  YFQELGINTIR 69-79 53
Pga29  Unknown function SDDSKVDGLGLYSK 26-39 1357
SDDSKVDGLGLYSKHEGAAIDYLFLGK 26-52
HEGAAIDYLFLGK 40-52
QSFTLGGDVYELGATDNFIPVTINKDGTLSFTGDDKVYASK 79-119
NVNDPYRYSESEYAVSNK 120-137
YSESEYAVSNKKTDDSAPITIVAK 127-150
KTDDSAPITIVAK 138-150
TDDSAPITIVAK 139-150

Tabla 111.20. Continuacién en péagina siguiente.
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Proteina Descripcion Secuencia Residuos "Score"

Phrl B-1,3-glucanosyltransferase  NNPEWNLDLYKR 136-147 77
SNTDASAFVK 175-184

Phr2 B-1,3-glucanosyltransferase  DIPYLEAVDTNVIR 75-88 338
SNTDASAFVK 165-174
SIPVGYSANDDSAIR 191-205

Rbtl Unknown function TLGLLLGLLK 245-254 92

Scwil Glucosidase SESQIASEIAQLSGFDVIR 142-160 282
IFAGIFDVSSITSGIESLAEAVK 182-204
NVLITETGWPSRGDSNGVAVPSK 311-333
SNQQAAISSIK 334-344
ADGPYNAEKYWGIYSN 363-378

Sod4 Superoxide dismutase TPAALELGDLSGR 105-117 71

Swpl Glycotransferase LVEVLPSPEFK 134-144 43

Utr2 1,3-1,4-B-glucanase IQFSLWPGGDSSNAK 254-268 72

Tabla 111.20. Identificacion de proteinas en paredes celulares de la cepa SC5314 de C. albicans
crecida en medio YPD con rojo congo 20 pg/ml. Se detalla la descripcion, los péptidos
correspondientes a las proteinas identificadas, la situacidn de estos péptidos en la secuencia aminoacidica

de las proteinas y el “score”.

Se identificaron trece proteinas y Engl fue la Unica proteina no GPI. Proteinas
como Cht2, Pga29, Phr2 y Scwl al igual que en los anteriores experimentos se
volvieron a identificar con gran nimero de péptidos y en este caso, Pga4 solamente se

identifico con un Unico péptido.

Segun todos los resultados que se obtuvieron en paredes celulares sometidas a
estrés quimico y/o osmético, veintiocho proteinas fueron identificadas en total, de las
cuales ocho fueron proteinas no GPI.

Los datos nos sugerian que no existian diferencias significativas en unas
condiciones de estrés respecto a otras, debido a que por una parte, una gran proporcién
del total de las proteinas se identificaron en todos los experimentos (Figura 111.9) y por
otra, algunas fueron identificadas en experimentos concretos con un unico péptido, lo
cual resultaba ser informacion insuficiente. Hubo proteinas identificadas Gnicamente en
algunos de los experimentos, Pga24 y Sod1l en estrés con sorbitol y Pga31 en estrés con
blanco de calcofllor. Proteinas de la familia Als como Als2, Als3 y Als4 al igual que
Yps7 se identificaron solamente en estrés con sorbitol y blanco de calcofltor, a
diferencia de Alsl que fue identificada en todos los experimentos.
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Figura I11.9. Representacion de la interrelacion de proteinas con los experimentos realizados.

En el presente capitulo de Resultados se identificaron un total de cuarenta y una
proteinas de pared celular, de las cuales doce son proteinas no GPI y en la figura 111.10
se detalla el niUmero de experimentos en el que son identificadas las proteinas citadas

anteriormente.
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Figura I11.10. Namero de experimentos en el que son identificadas las proteinas citadas en el

capitulo de Resultados I11.A.
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Ecm33.3, fue la proteina que con mayor frecuencia se identifico, seguida de
Cht2, Pga4, Pga29, Phr2 y Scwl. Las proteinas de la familia Als también fueron
identificadas en gran parte de los experimentos, a excepcion de Als3 y Als9. Por ultimo,
gran parte de las proteinas de la familia Pga se identificaron en experimentos
individuales, al igual que las fosfolipasas Plb3 y PIb5, o las superoxido dismutasas Sod1
y Sod5. Estos resultados sugieren que no todas las proteinas en la pared celular tienen la
misma importancia en cuanto a su funcion, existiendo aquellas cuyo papel es esencial y
por este motivo practicamente en todos los experimentos fueron identificadas y aquellas
otras proteinas que de manera minoritaria fueron identificadas en experimentos

individuales.

Si atendemos a la distribucion propuesta por Richad y Plaine en 2007 sobre la
funcion de las proteinas en la pared celular, pero considerando tanto las proteinas que
son y que no son GPI de todos los experimentos que se han realizado en este capitulo de

resultados, la clasificacion seria la siguiente:

e Proteinas de funcion desconocida: Ecm33.1, Pgal7, Pga24, Pga29, Pga38,
Pgad5, Pgab2, Pga54, Rbtl, Rbt7 y Tosl.

e Proteinas con funcién relacionada con la biogénesis o remodelacion de la pared
celular: Bgl21, Cht2, Ecm33.3, Engl, Pga4, Pga3l, Pga62, Phrl, Phr2, Pirl,
Sun42 y Utr2.

e Proteinas relacionadas con la adhesion célula a célula y otras interacciones: Alsl,
Als2, Als3, Als4, Als9 y Scwl.

e Proteinas con actividades enzimaticas diferentes: Crh11, Gcal, PIb3, PIb5, Sap9,
Scwll, Sodl, Sod4, Sod5, Swpl, Yps3 e Yps7.

De manera que en la pared celular encontramos un 29% de proteinas que
presentan funcion relacionada con la biogénesis o remodelacién de la pared celular al
igual que proteinas con diferentes actividades enzimaticas, seguida del 27% con funcion
desconocida y finalmente el 15% presentan un papel importante en la adhesion e
interaccién. Los datos nos sugieren la gran cantidad de manoproteinas que de manera
directa en la biogénesis o indirecta con actividades enzimaticas se encuentran

implicadas en la organizacion y estructura de la pared celular.
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111.B.1. CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DEL ANTIGENO 3H8
PRESENTE EN LA PARED CELULAR DE C. ALBICANS.

Con el objetivo de conocer la naturaleza bioquimica del antigeno reconocido por
el anticuerpo monoclonal 3H8 (Marcilla et al., 1999) se procedi6 a la extraccion de

paredes celulares aisladas con diferentes reactivos quimicos.

Las paredes obtenidas procedian de cultivos celulares de C. albicans en fase
exponencial de crecimiento cultivadas en las condiciones descritas en materiales y
métodos. En primer lugar, las paredes fueron extraidas con 2% de SDS, para eliminar
aquellas proteinas retenidas no unidas covalentemente a la pared y se trataron
posteriormente con B-ME al 2% (v/v) en tampdn acetato aménico pH 6.3 10 mM,
fraccionandose las paredes resultantes en dos alicuotas. Una de las alicuotas fue extraida
con 30 mM de NaOH y finalmente con HF-piridina, mientras que la otra alicuota
directamente fue extraida con HF-piridina. Por otra parte, el sobrenadante de
protoplastos regenerados durante 5 horas en medio de Lee con KCI 0.6 M fue dializado
y liofilizado. Con los tres materiales se realiz6 una electroforesis SDS-PAGE vy la

inmunodeteccidn con el anticuerpo monoclonal 3H8.

El antigeno fue detectado en los extractos de B-ME y NaOH como un material
polidisperso de alto peso molecular a excepcion del extracto HF-piridina de paredes que
previamente habian sido extraidas con B-ME y NaOH donde no se detectd
(Figura I11.11). Por tanto, al saber que en el extracto HF-piridina se encuentran proteinas
con unién GPI al glucano (De Groot et al., 2004), el experimento fue claramente una
evidencia de que el antigeno no es una proteina GPI, sino una proteina unida
directamente al B-1,3-glucano mediante un enlace sensible al alcali o bien mediante un

puente disulfuro establecido con otra proteina unida directamente al glucano.

KDa 2 3 45 Figura 111.11. Western-blot de material solubilizado

1

o gl de paredes celulares de C. albicans. (1) B-ME,
250 — (2) NaOH, (3) HF-piridina de paredes extraidas
130 —> previamente con NaOH, (4) HF-piridina sin tratamiento

previo con NaOH y (5) Sobrenadante de protoplastos.
La inmunodeteccién se realizd con el anticuerpo

monoclonal 3H8.
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I11.B.2. ESTUDIOS DE ESTABILIDAD DEL ANTIGENO A
DISTINTAS CONDICIONES.

111.B.2.1. Estabilidad a la temperatura.

Para comprobar la estabilidad que presentaba el antigeno a la temperatura, se
utilizaron temperaturas extremas de congelacion a -20°C y de ebullicion a 100°C.
Se mezclaron alicuotas del material solubilizado con B-ME y con NaOH de paredes
celulares de la cepa SC5314 de C. albicans y después se mantuvo a -20C° durante 24
horas. Pasado este tiempo, se realiz6 un dot-blot (Figura 111.12) para comprobar si se

veia afectada la reactividad del antigeno.
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Figura 111.12. Estabilidad a -20°C del antigeno 3H8. (A) Extracto B-ME + Extracto NaOH de paredes
de la cepa SC5314. (B) Extracto B-ME + Extracto NaOH de paredes de la cepa SC5314 congelado a

-20°C durante 24 h. La inmunodeteccion se realizé con el anticuerpo monoclonal 3H8.

Posteriormente, se realiz6 el experimento de estabilidad a 100°C (Figura 111.13).
Una alicuota del material solubilizado con NaOH se liofiliz6 y el li6filo se
disolvié en tampon Tris-HCI 0.1 M pH 7.5. La solucion obtenida se fracciono a su vez
en dos alicuotas. La primera alicuota fue tomada como control y calentada en bafio a
100°C durante 10 min. Sin embargo la segunda alicuota, primero fue incubada a 37°C

durante 16 h y después calentada en bafio a 100°C durante 10 min.

1 Y/, /4 /s
A ® O e o
s @ © o o

Figura 111.13. Estabilidad a 100°C del antigeno 3H8. (A) Alicuota del material solubilizado con NaOH
calentada en bafio a 100°C durante 10 min. (B) Alicuota del material solubilizado con NaOH incubada a
37°C durante 16 h y calentada en bafio a 100°C durante 10 min. La inmunodeteccidn se realizé con el

anticuerpo monoclonal 3H8.

130



RESULTADOS

Los resultados obtenidos sugerian que el antigeno es resistente tanto a la
ebullicion como a la congelacién, debido a que no se encontraron diferencias

significativas respecto a los controles.
111.B.2.2. Estabilidad frente agentes caotropicos.

111.B.2.2.1. Estabilidad a SDS y temperatura.

En el siguiente experimento se pretendia conocer la estabilidad del antigeno en
presencia de SDS y temperatura de 100°C. Para tal objetivo, se realiz6 una comparacion
del comportamiento del antigeno mediante dot-blot (Figura 111.14) cambiando las
condiciones de la solucion solubilizadora en la cual el material se solubiliza siendo
necesaria para realizar la desnaturalizacion de las proteinas a 100°C previamente a ser

separadas en un gel de poliacrilamida SDS-PAGE.

En condiciones normales la solucion solubilizadora contiene glicerol al 40 %,
SDS al 8 %, B-ME al 20 % y azul de bromofenol al 0.001 % en tampodn
Tris HCI 0.25 M, pH 6.8.

Se utiliz6 como control la solucion solubilizadora sin SDS, realizandose la
incubacion a temperatura ambiente con el material solubilizado con B-ME y NaOH. Por
otra parte, dicho material se mezclé también con solucion solubilizadora con SDS y se
fracciono en tres alicuotas para posteriormente incubar cada una de ellas a temperatura

y tiempo diferente.
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Figura I111.14. Estabilidad a SDS y temperatura del antigeno 3H8. (1) Control, el material
solubilizado con B-ME y NaOH se incubé a temperatura ambiente en presencia de solucién solubilizadora
sin SDS. (2) La incubacion se realizd con solubilizadora con SDS a temperatura ambiente. (3) La
incubacion se realizé con solubilizadora con SDS a 100°C durante 10 minutos. (4) La incubacién se
realiz6 con solubilizadora con SDS a 100°C durante 30 minutos.
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A la vista de los resultados, se observo que el comportamiento del antigeno en
presencia de SDS y a una temperatura elevada no se encontraba afectado, de tal manera
el antigeno resultaba ser estable frente a este agente caotropico.

111.B.2.2.2. Estabilidad a persulfato amonico.

Con el objetivo de conocer en qué manera podia afectar el persulfato de amonio
(agente reductor necesario para iniciar la reaccion de polimerizacién en un gel de
poliacrilamida) a la estabilidad del antigeno se realizd un western-blot partiendo del
material solubilizado con NaOH de paredes celulares que fue fraccionado en cuatro
alicuotas a fin de poder separarlas electroforéticamente a distintos tiempos
(Figura 111.15). Los tiempos utilizados en la aplicacion de las muestras fueron 0, 30, 60

y 120 min.

KDa A C D
250 —> ' - -
S

Figura 111.15. Estabilidad a persulfato amoénico del antigeno 3H8. (A) Muestra aplicada a
tiempo: 0 min. (B) Muestra aplicada a tiempo: 30 min. (C) Muestra aplicada a tiempo: 60 min.
(D) Muestra aplicada a tiempo: 120 min. Tiempo total de SDS-PAGE: 3 horas. La inmunodeteccion del

western-blot se realiz6 con el anticuerpo monoclonal 3H8.

El resultado indicaba que el persulfato de amonio empleado en SDS-PAGE no

provocaba la pérdida de la actividad del antigeno.
111.B.2.3. Estabilidad a tripsina.

La tripsina es una proteasa utilizada en la identificacién de proteinas debido a
que esta enzima corta en el extremo carboxilo de los residuos de lisina o arginina de la
estructura primaria de las proteinas dando lugar a una serie de peptidos suficientemente

especificos para poder realizar la identificacion de una proteina.

En este experimento se queria conocer si la actividad antigénica de la proteina
reconocida por el anticuerpo monoclonal 3H8 se podia ver afectada en presencia de

tripsina. Se partio de 60 pg de proteina total extraida con NaOH de paredes celulares y
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se solubiliz6 en 150 pl de tampon Tris 0.1 M pH 7.5 y se afiadieron 12 pg de tripsina.
Posteriormente, la mezcla se incubd a 37°C y se fueron tomando alicuotas a diferentes
tiempos: 0, 5, 10, 15, 20 y 30 min, con las que se realizé un dot-blot (Figura 111.16).

1 1/2 /4 18 1/16
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Figura 111.16. Estabilidad a tripsina del antigeno 3H8. Se realizé la solubilizacién del material
extraido con NaOH de paredes celulares en tampén TRIS 0.1 M pH 7.5, y después la digestiéon con
tripsina a diferentes tiempos: 0, 5, 10, 15, 20 y 30 min. La inmunodeteccién fue realizada con el

anticuerpo monoclonal 3H8.

Segun el resultado, la tripsina destruyd en 5 minutos gran parte del poder
inmunogénico del antigeno 3H8 y por tanto se consideré un antigeno

extraordinariamente sensible a la enzima.

111.B.3. ANALISIS ELECTROFORETICO DE LA FRACCION
MIXTA DE MEMBRANAS.

Una vez realizado el estudio de la presencia del antigeno en el material
solubilizado de las paredes celulares se quiso completar dicho estudio comprobando si
el antigeno se podria encontrar en la fraccion mixta de membranas. Para ello, una vez
rotas las células de la cepa SC5314 de C. albicans, el sobrenadante que contenia el
citosol y las membranas celulares fue centrifugado durante 15 minutos a 100000 xg,
esto permitio la obtencidn de vesiculas con las que se realizd un western-blot y pudo

compararse con el material solubilizado con f-ME y con NaOH (Figura 111.17).

kDa 1 2 3 Figura 111.17. Western-blot de vesiculas.
[1r= (1) Fraccion mixta de  membranas.

250 —> ' . .
2) Material solubilizado con

B-ME. (3) Material solubilizado con NaOH.
La inmunodeteccion se realizé

con el anticuerpo monoclonal 3H8.
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El anticuerpo reconocio la fraccion mixta de membranas de la misma manera
que lo realizo6 con las fracciones de B-ME y NaOH, de lo cual se dedujo que el antigeno
se encontraba en ellas. Ademas en todas las fracciones el peso molecular es muy alto,
pudiendo llegar a ser mas de 300 kDa, por lo que seria una proteina muy glicosilada o
bien con una parte proteica de alto peso. En todos los experimentos, el antigeno
presentaba un gran tamafo y resultaba necesaria la determinacion de su peso molecular

por lo que se realiz6 una cromatografia de exclusion molecular.

111.B.4. DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR DEL
ANTIGENO.

Para la determinacion del peso molecular del antigeno se realiz6 una columna de
filtracién molecular de 15 cm de altura y 1 cm de diametro, siendo el volumen de gel
sepharose CL-6B® utilizado 143 ml (diametro de particula: 40-165 pum). Se recogieron
fracciones de 500 pl y de cada alicuota se tomaron 10 pl para realizar un analisis
dot-blot. Se observd que el antigeno fue detectado en la fraccion n°9 del extracto de

B-ME vy dejé de detectarse en la fraccion n°19 (Figura 111.18).

N2 fraccién:

nel ne2 ne3 n24 ne5 n26
ne7 n28 n?9 n210 n?11 n212
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n?19 n220 n221 n222 n223 n224

Figura 111.18. Determinacion del peso molecular del antigeno 3H8. Extracto B-ME de paredes de la
cepa SC5314 de C. albicans.

Reproduciendo las mismas condiciones de la columna se utilizO como muestra
patron una solucion de 100 ul de azul dextrano (523 kDa) y 100 ul de sacarosa al 40%
(342.3 kDa), de manera que el azul dextrano fue recogido en la fraccion n°10 y la
sacarosa se recogié en la fraccion n°20 y comparando con el resultado obtenido sugeria
la posibilidad de que el antigeno presentara un peso molecular muy elevado y
probablemente proximo a los 500 kDa.
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111.B.5. SOLUBILIZACION DEL ANTIGENO 3H8 EN PRESENCIA
DE ACIDO IODOACETICO.

El acido iodoacético es un inhibidor irreversible de las cisteina peptidasas,
porque su mecanismo de accién consiste en la reaccion con grupos cisteina (-SH) de las
proteinas, formando proteinas carboximetiladas. En este experimento fue utilizado el
acido iodoacético para determinar si el antigeno podia formar complejos con otras
proteinas estableciéndose puentes de hidrogeno entre ellas. Para conseguir tal objetivo,
se partio de paredes celulares tratadas previamente con SDS 2%. Las paredes se
separaron en dos alicuotas, una de ellas fue extraida con B-ME en presencia de urea 8 M
como agente desnaturalizante y posteriormente se afiadié acido iodoacético solubilizado
en tampon Tris acetato 0.5M pH 8.5 manteniéndose en incubacion durante 30 min a
temperatura ambiente. Una pequefia cantidad de paredes obtenida después de haber
realizado la solubilizacion con B-ME se extrajeron con NaOH 30 mM en ausencia de

acido iodoacético.

Con el otro lote de paredes se realizé el mismo procedimiento pero de manera
inversa, es decir, primero las paredes fueron extraidas con NaOH en presencia de acido
iodoacético y con el residuo obtenido se realizd la extraccion con B-ME sin acido

iodoacético.

Finalmente se realiz6 un western-blot (Figura 111.19) para comprobar si existian
diferencias en la extraccion del antigeno al tener blogueados los grupos cisteina, e
impedir que formase complejos con otras proteinas, circunstancia que podria ser la

responsable del peso molecular tan alto que presentaba el antigeno.

Figura [111.19. Extraccion de paredes
kDa A B C D celulares en presencia de acido iodoacético.
i oty o (A) Extraccién con B-ME 2% y bloqueo de

.

grupos cisteina (-SH) con &cido iodoacético.

250 — i -
(B) Extraccion con NaOH 30 mM sin blogqueo
de grupos cisteina. (C) Extraccion con B-ME 2%
130 —> sin bloqueo de grupos cisteina. (D) Extraccion

con NaOH 30 mM y bloqueo de grupos cisteina
(-SH) con acido iodoacético. La
inmunodeteccion se realizé con el anticuerpo
3H8.
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Como muestra el resultado, la proteina no formaba complejos con otras
proteinas debido a que no se observaban diferencias significativas en las extracciones en
presencia y ausencia del &cido iodoacetico.

111.B.6. DESGLICOSILACION QUIMICA Y ENZIMATICA.

111.B.6.1. Desglicosilacion quimica con meta-periodato.

El material solubilizado con B-ME y revelado con el anticuerpo monoclonal 3H8
demostraba ser un material polidisperso de alto peso molecular rico en residuos de

manosa.

Se decidio tratar dicho material con m-periodato, un compuesto quimico que
oxida fracciones de azlcar que contienen grupos hidroxilo vecinales, detectandose en un
western-blot una nueva banda con tamafo entre 60-90 kDa al realizarse la
inmunodeteccion con un anticuerpo policlonal. Sin embargo si el material se trataba
con m-periodato y después en el western-blot se realizaba la inmunodeteccién con el

anticuerpo 3H8 no se detectaba (Figura 111.20).

kDa 1 2 3 4
130 _>F_' ) Figura 111.20. Western-blot del material solubilizado con
. B-ME de paredes celulares previamente tratadas con
‘ SDS 2%. (1) y (3) no tratado con m-periodato. (2) y (4) tratado

con m-periodato; (1) y (2) inmunodetecciéon con anticuerpo
policlonal de levadura. (3) y (4) inmunodeteccién con anticuerpo

monoclonal 3H8.

El resultado sugeria que el epitopo debia estar formado por parte proteica y parte
azucarada, siendo esta Ultima muy necesaria para la actividad antigénica, debido a que

no se detecto al realizar la inmunodeteccion con el anticuerpo monoclonal.
111.B.6.2. Desglicosilacion quimica con &cido trifluormetanosulfonico.

A fin de conocer la importancia de la parte azucarada en el epitopo, se decidid
realizar un dot-blot con un extracto de NaOH de paredes celulares sin desglicosilar y un
extracto desglicosilado con TEMS (Figura 111.21) mediante un protocolo modificado del
descrito por Edge et al., (2003). Para ello, 100 ug de proteina liofilizada procedente de
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un extracto de NaOH se mezcl6 con 200 pl de TFMS y 30 ul de anisol. Transcurridas
5 h, la mezcla se neutralizé con N-etilmorfolina y finalmente se disolvid la muestra con

acetona. Se liofilizd y el material resultante se solubiliz6 en agua destilada.

1 Y Ya Y5 Yie
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Figura 111.21. Desglicosilacion quimica con TFMS. (1) Extracto de NaOH sin desglicosilar.
(2) Extracto de NaOH desglicosilado con TFMS vy solubilizado en agua destilada. La inmunodeteccion se

realizé con el anticuerpo 3H8.

El resultado confirmaba de nuevo que el antigeno no se detectaba después de
haberse realizado desglicosilacion quimica, de manera que la parte azucarada era
responsable en parte de su actividad antigénica.

I11.B.6.3. B-eliminacion.

La pB-eliminacién es un proceso que rompe enlaces O-glicosidicos por
tratamiento en condiciones alcalinas suaves. Con el objetivo de determinar la presencia
de dichos tipos de enlaces en las manoproteinas de la pared celular de C. albicans y
concretamente conocer qué importancia tienen en la antigenicidad de la proteina

estudiada se quiso realizar una B-eliminacion del material solubilizado de las paredes.

Se trataron las paredes con B-ME vy el material solubilizado representaba
alrededor de 100 ug de proteina que fue incubado en presencia de borohidruro sédico en
condiciones alcalinas suaves (0.5 M NaOH) durante 18 horas a 22°C. Finalizada la
incubacion, se neutralizé la reaccion con acido acético. Posteriormente, se realiz6 un

western-blot con un control y el material sometido a f-eliminacion (Figura 111.22).

kDa
Figura IIL.22. B-eliminacién del material solubilizado

A B
250 1 B b l con B-ME.
‘ (A) Material solubilizado con B-ME.
(B) Material solubilizado con B-ME con el que se realizd
B-eliminacion. La inmunodeteccion se realizd con el

anticuerpo monoclonal 3H8.
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A la vista del resultado, no se observo ninguna diferencia en la deteccion de
ambos materiales, lo cual apoyaba la hipotesis de que la mayoria de las manoproteinas
solubilizadas por B-ME tienen pocos restos de manosa unidos mediante enlaces
O-glicosidicos y por tanto el PM no varia en exceso teniendo ademas poca importancia

en la antigenicidad de la proteina.
111.B.6.4. Desglicosilacion enzimatica con Endo H.

La Endo H es una enzima hidrolitica producida por Streptomyces plicatus. Es
capaz de desglicosilar una amplia variedad de glicoproteinas que contienen
oligosacaridos formados por restos de manosa unidos mediante enlaces N-glicosidicos.
La hidrolisis se produce a nivel de la unidad de di-N-acetilglucosamina, dejando un
residuo de NAcGIc como resto reductor terminal del glicido liberado, en tanto que el
otro resto queda unido a la Asn del péptido.

Con la finalidad de conocer el tipo de enlace existente entre la parte proteica y el
carbohidrato, los materiales solubilizados de las paredes celulares se trataron con
endo-B-N-acetilglucosaminidasa (Endo H), enzima que rompe los enlaces

N-glicosidicos de las manoproteinas.

Con el material solubilizado con B-ME de paredes celulares desglicosilado con
Endo H y el mismo material sin desglicosilar utilizado como control se realiz6 una
electroforesis SDS-PAGE utilizdndose para la inmunodeteccion el anticuerpo
monoclonal 3H8 (Figura I11.23).

kDa A B

250 —f : Figura 111.23. Desglicosilacion enzimatica con Endo H.
(A) Extracto de B-ME sin desglicosilar. (B) Extracto de f-ME

deslicosilado con Endo H. Inmunodeteccién realizada con el

anticuerpo monoclonal 3H8.

El resultado confirmd que el epitopo formado por parte azucarada unida a la
parte proteica mediante enlaces N-glicosidicos fue altamente sensible a ser

desglicosilado enzimaticamente debido a que no se detecto.
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I11.B.7. ANALISIS POR CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD DE
LAS MANOPROTEINAS SOLUBILIZADAS DE LA PARED
CELULAR.

I11.B.7.1. Cromatografia de afinidad en Concanavalina A-Sepharose
4B°,

Para realizar una determinacion cualitativa de la cantidad total de proteina
reconocida por el anticuerpo monoclonal en comparacion con todas las manoproteinas
solubilizas por B-ME de paredes celulares de C. albicans, se decidio realizar una

cromatografia con Concanavalina A-Sepharose 4B®.

La Concanavalina A es una metaloproteina tetramérica aislada de
Canavalia ensiformis que se une a moléculas que contienen residuos D-manosa, siendo
necesaria la presencia de grupos hidroxilo en C-3, C-4 y C-5 para que tenga lugar la

union.

En la realizacion del experimento, se partio del material solubilizado con NaOH
30 mM de paredes celulares. Se liofilizo y el liofilo se disolvié en tampdn 0.1 M acetato
pH 6.0 conteniendo 1 M NaCl, 1 mM CaCl;, 1 mM MnCl; y 1 mM MgCl,, necesario
para facilitar el acoplamiento con la resina. Posteriormente, la muestra se paso por una
columna de 3 cm de altura 'y 1 cm de didmetro. La columna fue lavada y la elucion del

material retenido se realizd con a-metilmandsido 1M.

Una vez recogidas las fracciones y realizadas diluciones de éstas, se aplicaron en
dos membranas de nitrocelulosa, una fue revelada con el anticuerpo monoclonal 3H8 y

la otra membrana se revel6 con un anticuerpo policlonal de levadura.

El resultado demostrd que el antigeno presentaba el mismo comportamiento que
el resto de manoproteinas, es decir, parte no quedaba retenida y era eliminada mediante
lavado y otra parte era eluida, posiblemente fue debido a que la columna habia quedado

saturada (Figura 111.24).
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Figura 111.24. Dot-blot del material eluido por cromatografia de afinidad en
Concanavalina A-Sepharose 4B. (A) Material solubilizado con NaOH sin pasar por columna.
(B) Material solubilizado no retenido. (C) Material solubilizado eluido con a-metilmanésido;
(1) Inmunodeteccidn con anticuerpo monoclonal 3H8. (2) Inmunodeteccién con anticuerpo policlonal de
levadura.

111.B.7.2. Cromatografia de afinidad con proteina G sepharose.

La proteina G al igual que la proteina A, ambas aislada de cepas bacterianas
(Proteina A de Staphylococcus aureus y Proteina C de Streptococcus spp), son muy
utilizadas en inmunologia por sus multiples aplicaciones. Una de ellas, consiste en la
purificacion de anticuerpos cuando la proteina se encuentra unida a una resina de
cromatografia. En el caso del anticuerpo monoclonal 3H8 que disponemos en el
laboratorio, es una inmunoglobulina G1 de raton, cuya fraccion constante a diferencia
de otros anticuerpos presenta mucha afinidad por la proteina G y muy poca por la
proteina A (Tabla I11.21).

La finalidad de este experimento, consistia en comprobar si la union establecida
entre el anticuerpo monoclonal y la proteina G unida covalentemente a la resina de
cromatografia era lo suficientemente alta para poder realizar una purificacion del

antigeno reconocido por el anticuerpo.
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SPECIES SUBCLASS PROTEIN A BINDING | PROTEIN G BINDING |
Human IgA variable -
gD
18G; +H++ ++++
1gG, +++H+ ++++
18G; - HH
18G, ++++ +H++
1gM variable
Avian egg yalk IgY
Cow ++ ++++
Dog ++ +
Goat - ++
Guinea pig 18G, T -+
18G, +H++ ++
Hamster + ++
Horse ++ S
Koala - +
Llama - +
Monkey 4 +H++
Mouse 18G; + +H++
18G,, +H+H+ +H++
18G,p +++ +H+
1gG3 ++ ++
1gM variable
Pig +++ +++
Rabbit 4+ +H+
Rat 18G; - +
18G,, - +H++
18Gyp - ++
1gG; - ++
Sheep + ++

Tabla 111.21. Especificidad de la proteina A y proteina G. (Antibodies: A laboratory manual, Cold
Spring Harbor Laboratory, 1988).

La cromatografia de afinidad con proteina G-sepharose se realiz6 de acuerdo a
las instrucciones del kit comercial (GE-Healthcare® Bio-Science, Sweden) utilizandose
un volumen de 200 pl de una solucion del MAb 3H8 (1mg/ml en tampdn TBS) y se

mantuvo en incubacién durante 30 minutos con agitacion suave.

Después se centrifugd a 150 xg para recoger el anticuerpo no retenido, y la
resina se lavd con tampén TBS, centrifugandose de nuevo para eliminar los restos de

anticuerpo no unido.

Previamente a la unién covalente de la resina con el anticuerpo, la resina fue
lavada con trietanolamina y por centrifugaciéon a 150 xg fue recuperada, desechandose
el sobrenadante. Se afiadieron 400 pl de una solucion 50 mM de DMP en 200 mM de
trietanolamina pH 8.9, incubandose durante 60 min con agitacion suave. Transcurrida la

unién covalente se centrifugd a 150 xg recuperandose de nuevo la resina y se realiz6 un
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lavado con trietanolamina. Finalmente, se llevo a cabo el bloqueo de los grupos activos
de proteina G no unidos al anticuerpo monoclonal incubando la resina durante
15 min en presencia de etanolamina. Se termind el proceso con dos lavados

con tampon TBS.

Con las fracciones recogidas antes y después de tener lugar la unién covalente
del anticuerpo con la proteina G y el bloqueo de los grupos activos de ésta, se elaboro
un dot-blot (Figura 111.25) que fue revelado utilizando exclusivamente el segundo
anticuerpo (anti-inmunoglobulina de raton acoplada a peroxidasa).
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Figura 111.25. Dot-blot del material eluido por cromatografia de afinidad con proteina G-sepharose.
(A) Anticuerpo monoclonal 3H8 con una concentracion de 1 mg/ml. (B) Anticuerpo no retenido en un
primer lavado con tamp6n TBS. (C) Anticuerpo no retenido después de realizar la unién covalente del
anticuerpo con la proteina G. (D) y (E) Anticuerpo no retenido en lavados posteriores al bloqueo de los

grupos activos de la proteina G.

Segun el resultado obtenido, parece poco efectivo el sistema ya que la cantidad
de anticuerpo monoclonal 3H8 eliminada como consecuencia de no encontrarse unido
covalentemente a la proteina G sepharose fue muy alta. Una posibilidad podria ser que
el anticuerpo presentara un tamafio bastante grande y por impedimento estérico no

hubiera resultado suficientemente efectiva la columna de afinidad con proteina G.

111.B.7.3. Cromatografia de afinidad con NHS-activated sepharose

4 fast flow®.

Debido a que el anterior sistema no funciond correctamente, se decidio
repetir el proceso con una resina NHS-activated sepharose 4 fast flow®
(GE Healthcare®, Sweden). Esta resina presenta grupos N-hidroxisuccinimida que

forman un acoplamiento amida quimicamente estable con aquellos ligandos que
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presentan grupos amino primario. Por sus caracteristicas, proporciona una alta eficiencia

en la inmovilizacién de ligandos peptidicos (Tabla 111.22).

Mean particle size 90 um

Particle size range 45-165 um

Bead structure Highly cross-linked 4% agarose, spherical
Linear flow velocity* 150 cm/h at 100 kPa

Ligand density 16-23 umol NHS/ml drained medium

pH stability** 3-13

Tabla 111.22. Caracteristicas de NHS-activated Sepharose 4 fast flow®. *El flujo después del

acoplamiento puede ser diferente dependiendo del ligando. **Depende del ligando.

El experimento se orientd a la purificacion del antigeno reconocido por el
anticuerpo monoclonal teniendo en cuenta todos los problemas que se habian
presentado al utilizar proteina G-sepharosa. De tal manera, que se realizd el
acoplamiento del anticuerpo con la resina de forma covalente y para la elucion del
antigeno se decidio utilizar tampones que provocaran un cambio brusco de pH y como
consecuencia la desestabilizacion del complejo antigeno-anticuerpo. Una vez recogidas
todas las fracciones, para comprobar si el sistema respecto a la union
antigeno-anticuerpo y a la unién anticuerpo-resina habia funcionado correctamente, se
realizaron dos dot-blot en paralelo, uno se revel6 exclusivamente con el segundo
anticuerpo (anti-inmunoglobulina de raton acoplada a peroxidasa) y el otro con el
anticuerpo monoclonal 3H8 como primer anticuerpo y anti-inmunoglobulina de ratén

acoplada a peroxidasa como segundo anticuerpo (Figuras 111.26 y 111.27).

Con los resultados obtenidos se dedujo que el sistema tampoco estaba
funcionando correctamente al igual que pasaba con la cromatografia de afinidad con
proteina G-sepharose. Gran parte del anticuerpo no quedaba retenido a la resina después
de haber realizado la unién covalente y fue eliminado en los lavados con tamp6n TBS.

De manera, que la cromatografia de afinidad con NHS-activated sepharose 4 fast
flow® no resultaba eficaz para realizar la purificacién del antigeno reconocido por el

anticuerpo monoclonal.
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Figura 111.26. Dot-blot del material eluido de la cromatografia de afinidad NHS-activated
sepharose 4 fast flow®. (A;-A;) Anticuerpo no unido a la resina; (T;-Ts) Lavados con tampén TBS;
(G1-G,) Elucién del antigeno con tampén glicina 0.1 M pH 2.8; (T¢-Tg) Lavados con tampén TBS;
(N1-N3) Elucion del antigeno con NH,OH 0.1 M pH 10.5. Inmunodeteccién realizada con

anti-inmunoglobulina de ratén acoplada a peroxidasa.
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Figura 111.27. Dot-blot del material eluido de la cromatografia de afinidad NHS-activated
sepharose 4 fast flow®. (A;-A;) Antigeno no unido al anticuerpo; (T:-Ts) Lavados con tampén TBS;
(G1-G3) Elucién del antigeno con tampon glicina 0.1 M pH 2.8; (T¢-Tg) Lavados con tamp6n TBS;
(N1-Ns) Elucién del antigeno con NH4OH 0.1 M pH 10.5. Inmunodeteccién realizada con anticuerpo

monoclonal 3H8 y anti-inmunoglobulina de ratén acoplada a peroxidasa.
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111.B.7.4. Cromatografia de afinidad con proteina A en condiciones de

alta salinidad.

En condiciones normales, usando proteina A con IgG; de ratdn la efectividad de
unidn es 1/10 comparada con otras subclases, pero si se cambian las condiciones de pH
y concentracion salina el nivel de efectividad puede aumentar. Para aumentar la
efectividad, el tampon en que se encuentra el anticuerpo ha de ser de pH 9.0 y una
concentracion de NaCl 3 M. Este procedimiento permite un rango de union de 2-5 mg
de anticuerpo por mililitro de resina unida a proteina A, sin ser un problema el exceso

de anticuerpo afiadido.

La cromatografia se realiz6 utilizando como eluyentes tampon glicina 0.1 M
pH 2.8 y trietanolamina 0.1 M pH 8.0. Para facilitar la union covalente de la resina con
la proteina A se empled dimetilpimelidato a una concentracion 20 mM en una solucion
que contenia 3 M de NaCl y 0.2 M de borato soédico a pH 9.0.

Se recogieron fracciones de la elucion con los diferentes tampones y de lavados
intermedios con tampdn TBS, realizandose dos analisis dot-blot, en uno la
inmunodeteccion  se  realiz6 exclusivamente con el segundo anticuerpo
(anti-inmunoglobulina de ratdén acoplada a peroxidasa) y en el otro con el anticuerpo
monoclonal 3H8 como primer anticuerpo y anti-inmunoglobulina de rat6n acoplada a

peroxidasa como segundo anticuerpo (Figuras 111.28 y 111.29).
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Figura 111.28. Dot-blot del material eluido de la cromatografia de afinidad con proteina A en
condiciones de alta salinidad. (A) Elucion del antigeno con tampon glicina 0.1 M pH 2.8. (B) Lavado
con tamp6n TBS. (C) Elucién del antigeno con trietanolamina 0.1 M pH 8.0. (D) Lavado con

tampdn TBS. Inmunodeteccién realizada con anti-inmunoglobulina de raton acoplada a peroxidasa.
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Figura 111.29. Dot-blot del material eluido de la cromatografia de afinidad con proteina A en
condiciones de alta salinidad. (A) Elucion del antigeno con tampdn glicina 0.1 M pH 2.8. (B) Lavado
con tamp6n TBS. (C) Elucion del antigeno con trietanolamina 0.1 M pH 8.0. (D) Lavado con
tampon TBS. Inmunodeteccion realizada con anticuerpo monoclonal 3H8 y anti-inmunoglobulina de

raton acoplada a peroxidasa.

Los resultados demuestran gue la cromatografia de afinidad ha funcionado mejor
que en casos anteriores, aunque sigue habiendo pérdida de anticuerpo en los lavados y
en la elucion con trietanolamina lo cual podria ser debido al gran exceso de anticuerpo
afiadido o bien, que la uniéon covalente del anticuerpo con la proteina A como
consecuencia de impedimentos estéricos no ha sido totalmente correcta. En cuanto al
antigeno unido al anticuerpo se eluye correctamente en la elucion con glicina y
trietanolamina respectivamente, pero en un lavado posterior a este ultimo eluyente se
sigue eliminando, por tanto la cromatografia de afinidad con proteina A en condiciones
de alta salinidad es el sistema que mejor se aproxima a una posible purificacion del

antigeno pero a la vista de los resultados no parece completamente efectiva.

111.B.8. DOT-BLOT DEL MATERIAL SOLUBILIZADO DE LAS
PAREDES CELULARES DE MUTANTES HOMOCIGOTICOS.

Con el propésito de mejorar la caracterizacion asi como una posible
identificacion del antigeno reconocido por el anticuerpo monoclonal 3H8, se procedi6 a
realizar un estudio de mutantes con disrupcion en genes que codifican proteinas

implicadas en la arquitectura de la pared celular.
111.B.8.1. Estudio de mutantes deficientes en N- y O-glicosilacién.

El estudio se realizO con mutantes que presentan deficiencias en

N- y O-glicosilacion a diferentes niveles relacionadas con una disminucion en el
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reconocimiento, unién y fagocitosis de células de C. albicans por células
polimorfonucleares, aunque la produccion de citoquinas no es dependiente del grado de
manosilacion de la pared celular (Sheth et al., 2011) (Figura 111.30). Dichos mutantes
deficientes en N- y O-glicosilacion fueron cedidos por gentileza del Dr. Neil A.R. Gow

del Instituto de Ciencias Médicas de la Universidad de Aberdeen (Reino Unido).

Fosfomanano N-manano O-manano

-— pmri
och1 pmri — mntl/mnt2
p ;
,— Asn-X-Ser/Thr ~— Ser/Thr —
@) al1,2-manano <2 B 1,2-manano
¢» a1,3-manano <> B 1,4-manano
) a1,6-manano &> N-acetilglucosamina

Figura 111.30. Estructura del N-manano (incluyendo fosfomanano) y O-manano de C. albicans. Las
moléculas glicosiladas se representan con hexagonos de diferentes colores y la zona de rotura en los
mutantes se representa mediante flechas. La zona de rotura de la cadena principal de manano del mutante
pmrl no es fija y no elimina todas las cadenas exteriores como sucede con el mutante ochl
(Adaptado de Sheth et al., 2011).

Una breve descripcion de los mutantes se detalla a continuacion:

e El mutante ochl carece de una proteina o 1,6-manosiltransferasa responsable en
el aparato de Golgi de unir el primer residuo de manosa mediante una union
a 1,6 al nacleo oligosacaridico (MangGICNAC;) (Bates et al., 2005).

e EIl mutante pmrl carece de la proteina Pmrl implicada en proporcionar la
concentracion adecuada de Ca®* y Mn®* requeridos como cofactores por

manosiltransferasas a nivel de N- y O-glicosilacion, de manera que el mutante
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nulo presenta un menor crecimiento en medios que contienen baja concentracion

de estos iones (Bates et al., 2005).

e El doble mutante mntl/mnt2 presenta la disrupcion de dos genes MNT1 y MNT2
que codifican a 1,2-manosiltransferasas responsables en el aparato de Golgi a

nivel de O-glicosilacion de catalizar la union del 2° y 3° residuo de manosa.

e El mutante mnn4 presenta la disrupcion del gen MNN4 que codifica una proteina
implicada en la union mediante un enlace fosfodiéster de manosilfosfato

(uno a catorce residuos de manosa con uniones 3 1,2) a la cadena principal.

Se realiz6 un dot-blot con el material solubilizado por B-ME de paredes celulares

de cada uno de los mutantes homocigoticos descritos anteriormente (Figura I11.31).
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Figura 111.31. Dot-blot del material solubilizado por p-ME de paredes de mutantes homocigéticos
deficientes en N- y O- glicosilacion. (1) SC5314. (2) ochl. (3) pmrl. (4) mntl/mnt2. (5) mnn4.

Inmunodeteccidn realizada con el anticuerpo monoclonal 3H8.

El resultado demostr6 que a pesar de que los mutantes presentaban
modificaciones en el grado de glicosilacion, éstos no carecian del epitopo reconocido

por el anticuerpo monoclonal.

A fin de completar el resultado obtenido, se realizd también
inmunofluorescencia indirecta con células levaduriformes de los mutantes
homocigéticos, obteniendo el mismo resultado positivo que con el dot-blot
(Figura 111.32).
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Figura 111.32. Inmunofluorescencia indirecta con células levaduriformes de mutantes

homocigoticos deficientes en N- y O- glicosilacion. (A) ochl. (B) pmrl. (C) mntl/mnt2. (D) mnn4.
(E) SC5314.

111.B.8.2. Estudio de mutantes deficientes en O-glicosilacion.

En C. albicans existe una familia de 5 genes denominados PMT que codifican
proteinas O-manosiltransferasas que transfieren residuos de manosa desde
dolicol-fosfato-manosa a residuos de serina y/o treonina. Se ha visto que los mutantes
son viables a excepcion del doble mutante pmtl/pmt4, y presentan cambios en la
composicion de la pared celular, de manera que las proteinas Pmt de forma
individualizada y en conjunto son esenciales para el crecimiento y adhesion de células
de C. albicans (Prill et al., 2005).

Este experimento fue posible gracias a la colaboracién del Dr. J.F. Ernst del
Instituto de Microbiologia de la Universidad Heinrich-Heine de Dusseldorf (Alemania)

que cedid las cepas correspondientes a los mutantes deficientes en O-glicosilacion.

Se realiz6 un dot-blot del material solubilizado por B-ME de paredes celulares
correspondientes a cepas que presentaban una doble mutacion y el resultado obtenido
demostro que la glicosilacion de la proteina reconocida por el anticuerpo monoclonal
no era dependiente de las proteinas codificadas por los genes de la familia PMT
(Figura 111.33).
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Figura 111.33. Dot-blot del material solubilizado por B-ME de paredes celulares de mutantes
homocigéticos  deficientes en O- glicosilacion. (1) SC5314. (2) pmt6/pmt4-URAS.

(3) pmtl/pmt6-URA3. La inmunodeteccion se realizé con el anticuerpo monoclonal 3H8.

A fin de completar el resultado, se realiz6 inmunofluorescencia indirecta con
células levaduriformes y al igual que en el apartado anterior, se observo que el antigeno
se encuentra distribuido de manera homogénea en toda la superficie celular de los

mutantes homocigéticos como en la cepa control (Figura 111.34).

A B C

Figura 111.34. Inmunofluorescencia indirecta con células de mutantes homocigdticos deficientes en
O-glicosilacion. (A) pmtl/pmt6-URA3. (B) pmt6/pmt4-URA3. (C) SC5314 (control).

Para comprobar si existian diferencias de movilidad electroforética de la
proteina reconocida por el anticuerpo monoclonal 3H8 en el mutante homocig6tico
pmtl/pmt6-URA3 respecto a la cepa control se realiz6 un western-blot con el material
solubilizado de paredes celulares con B-ME y NaOH de ambas cepas utilizando para la
inmunodeteccion el anticuerpo monoclonal 3H8 y el anticuerpo policlonal de levadura
(Figura 111.35).
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Figura 111.35. Western-blot del material solubilizado por B-ME y NaOH de paredes celulares de la
cepa SC5314 y de pmtl/pmt6-URAS3. (1) Extracto B-ME de paredes de SC5314. (2) Extracto de NaOH
de paredes de SC5314. (3) Extracto B-ME de paredes del mutante pmtl/pmt6-URA3. (4) Extracto de
NaOH de paredes del mutante pmtl/pmt6-URA3. (A) Inmunodeteccion con anticuerpo policlonal de

levadura. (B) Inmunodeteccion con anticuerpo monoclonal 3H8.

El resultado demostré que existe gran cantidad de proteinas en el material
solubilizado de paredes celulares detectado con un anticuerpo policlonal de levadura y
que el antigeno presentaba un elevado peso molecular, no habiendo cambios de

movilidad en el mutante homocigotico respecto a la cepa control.

111.B.8.3. Estudio de mutantes cuyos genes codifican proteinas con
caracteristicas bioquimicas semejantes a la proteina objeto de ser

identificada.

Noble et al. (2010) queriendo conocer mejor la patogenicidad de C. albicans,
asi como los cambios morfolégicos levadura-micelio, realizaron pruebas fenotipicas con
alrededor de 3000 cepas de mutantes homocigoticos obtenidos, disrupcionando
674 genes que representa aproximadamente el 11% del genoma del microrganismo. De
esta coleccion de mutantes se solicitaron especialmente aquellos mutantes que carecian
de proteinas de pared celular, los cuales fueron cedidos por gentileza del
Dr. A.D. Johnson del Departamento de Microbiologia e Inmunologia de la Universidad

de California (San Francisco).

Se realiz un estudio con diecinueve cepas de mutantes homocigoéticos a fin de

intentar identificar la proteina reconocida por el anticuerpo monoclonal mediante un
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dot-blot del material solubilizado por B-ME de paredes celulares. Todos los mutantes
seleccionados dieron reaccion positiva con el anticuerpo 3H8 demostrando que poseian
el antigeno 3H8 (Figura 111.36).
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Figura 111.36. Dot-blot del material solubilizado por B-ME de paredes celulares de mutantes
homocig6ticos disrupcionados en genes que codifican proteinas con caracteristicas bioquimicas
semejantes a la proteina objeto de ser identificada. (C) SC5314. (1) orf19.12732 (2) rotll (3) iff1l
(4) msbh2 (5) orf19.2336 (6) sap8 (7) ecm14 (8) pral (9) sap98 (10) cda2 (11) sun4l (12) bgl2 (13) plb2
(14) rbel (15) wsc4 (16) orf19.1392 (17) msh2 (18) tos1 (19) kex2 (20) rbt4.

Segun el resultado, el MAb 3H8 reconocia el material solubilizado por
B-ME de paredes celulares de cada uno de los mutantes homocigoticos, por tanto,
ninguna de las proteinas delecionadas en las cepas de los mutantes seleccionados se

correspondia con el antigeno buscado.

Como consecuencia de que el antigeno no fue identificado y basandonos en
datos obtenidos de proteinas identificadas mediante espectrometria de masas
de los eluidos procedentes de las columnas de afinidad citadas en los apartados 111.B.7.3
y 111.B.7.4 (datos no presentados), del total de proteinas identificadas se eligieron seis
porque presentaban caracteristicas bioquimicas semejantes a las que podria tener la
proteina reconocida por el anticuerpo monoclonal 3H8, tal como se detalla en la
tabla 111.23. De manera que se decidio realizar un estudio mediante dot-blot con los
mutantes nulos viables correspondientes a estas proteinas citadas y respecto a la
proteina Gcal que carecia de mutante nulo descrito, se realiz6 previamente la
interrupcion del gen tal como se presenta en el siguiente capitulo de Resultados del

presente trabajo.
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Proteina Peso molecular tedrico Sitios tedricos O-glicosilacion Sitios tedricos N-glicosilacion  Anclaje GPI

Pgad5 48,9 kDa 5 7 S|
Als1 132,8 kDa 116 15 S|
Gcal 105,6 kDa 9 11 NO
Engl 124,0 kDa 10 11 NO
Sun42 39,4 kDa 12 2 NO
Scwil 39,2 kDa 27 NO

Tabla [111.23. Caracteristicas de las proteinas estudiadas. Pga45 (Plaine et al., 2008),

Alsl (Zhao et al., 2004), Gcal (Este trabajo), Engl (Esteban et al., 2005), Sun42 (Firon et al., 2007),
Scwl (Sandini et al., 2007).

De nuevo, se realizd un dot-blot con el material solubilizado por
B-ME de las paredes celulares de los mutantes homocigéticos que carecian de estas

proteinas teniendo un resultado positivo en todos los casos (Figura I11.37).
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Figura 111.37. Dot-blot del material solubilizado por B-ME de mutantes homocigéticos.
(A) pgad5 (B) als1 (C) gcal (D) engl (E) sun42 (F) scwl.

En nuestro laboratorio actualmente disponemos de los siguientes mutantes nulos:
pgal3, pga26, pga3l, pirl y pir32 con los que también se realiz6 un dot-blot del
material solubilizado por B-ME de paredes celulares obteniéndose de nuevo un
resultado positivo con la reaccién del anticuerpo 3H8 (datos no presentados).
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I11.C.1. SELECCION IN SILICO DE Gcal, UNA PROTEINA
POTENCIAL DE PARED.

La secuenciacion del genoma completo de C. albicans, por la Universidad de

Stanford http://www-sequence.standford.edu/group/candida, ha permitido la creacién de

una base de datos en la que estan representados todos los genes de este organismo. El
Proyecto Europeo: “Novel approaches for the control of fungal diseases” en el cual
participd nuestro grupo de investigacion, realizé la anotacion del genoma de C. albicans

(d’Enfert et al., 2005), http://www.pasteur.fr/CandidaDB generando las Individual

Protein Files (IPFs), en las que se incluyen las ORFs (pautas abiertas de lectura) de

todos los genes de C. albicans.

El andlisis in silico de la base de datos de C. albicans, se realiz6 mediante el
programa PSORT 11, desarrollado por Nakai y Horton (1999) con el fin de predecir la

localizacién subcelular.

Las ORFs con una probabilidad mayor del 33% de ser proteinas extracelulares

(incluyendo la pared celular), presentan las siguientes caracteristicas:

1. Presencia de péptido sefial en la region N-terminal, que se analiz6 mediante el
programa Signal Il P (Nielsen et al., 1997).

2. Sitios putativos de anclaje de glicosil fosfatidil inositol (GPI) en la
region C-terminal de la proteina (Hamada et al., 1998).

3. Contenido rico en residuos de serina y treonina.

4. Presencia de sitios putativos de N-glicosilacion (N-X-S/T), que se determinaron
mediante el programa PROSITE (Gattiker et al., 2002; Sigrist et al., 2002).

A fin de determinar si la proteina Gcal cuyo peso tedrico es de 105.6 kDa y con
once sitios tedricos de N-glicosilacion podria ser reconocida por el anticuerpo
monoclonal 3H8 se decidio realizar la disrupcion del gen codificante y poder conocer el
papel que desempefia en la pared celular. No presenta anclaje putativo GPI y es también
conocida como orfl9.4899, AMYG1, MP190, Contig4-2955 0029, CA0855 e
IPF22352.1. El estudio de las secuencias aminoacidicas de las proteinas Gcal y Gca2
puso de manifiesto un elevado grado de homologia entre ellas, tal como se muestra en la
figura 111.38.
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Gecal MKLLSKVEVTALGLTSIVNAAPTSSSSAEEAQKTVPVELSIGVKQLPNIHNDSAVDANAV 60
Gcaz MKLLSKVFVAALGLSSIASAAPTSSSSAENAQKTVPTELTLGVKQVPNILNDTAVDANVA 60
Kok kkk KKk kK s kk | Kkkkkk Ak Kk sk kK kkk  kksskkhkskkk kkykkkkk
Gecal AKGYSLVNVSLTARGLTGILKLKEATNIYGYDFEYLNLSVEYQSDTRLNVHIEPTDLTDV 120
Gca2 AKGYSLVNVTLTGRGLTGILKLKEATNIYGYDFEYLNLSVEYQSDTRLNVHIEPTDLTDV 120
Kok Kk Kk kg Kk | ok K Kk K K kK Kk kK ok ok Kk ok Kk ok K kK K kK Kk k Kk k Kk kK ok kK Kk K Rk
Gecal FVLPEELVVKPKLEGDAKTFNFENSDLVFEYDEEDFGFEVLRSSTREVLFSTKGNPLVES 180
Gca2 FVLPEELVVKPKLEGDAKTFNFENSDLVFEYDEEDFGFEVLRSSTREVLFSTKGNPLVES 180
ok Kk K ok Kk ok ok Kk K ok ok ok ok Kk K ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kK ok
Gecal NQFIQFNTTLPKGHSITGLGESIHGSLNEPGVVKTLYANDIADPIDGNIYGVHPVYYDQR 240
Gca2 NQFIQFNTTLPKGHSITGLGESIHGSLNEPGVVKTLFANDVGDPIDGNIYGVHPVYYDQR 240
Kok Kk kK Kk A Kk A Kk A Kk A Kk kK k kA k kA k kA k kA Kk s kK ks | Kk k kA k kA k kA kA Kk x
Gecal YDTNTTHGVYWRTSAIQEVVVGETSLTWRALSGVIDLYFEFSGPDPKDVIQQYVSEIGLPA 300
Gca2 YNTNTTHAVYWRTSAIQEVVVGETSLTWRALSGVIDLYFFSGPDPKDVIQQYVSEIGLPA 300
Kok ok ok ok k| ok ok ok ok K K ok ok ok ok ok K K ok ok ok ok K K ok ok ok ok K K K ok ok ok ok K K ok ok ok ok K K o ok ok ok ok K K ok ok ok kK Kk
Gcal MOPYWALGYHQCRWGYDTVESLETVVENFKKFDIPLETIWSDIDYMDGYKDFTNDPYRFP 360
Gca2 MOPYWALGYHQCRWGYDTVESLETVVENFKKFDIPLETIWSDIDYMDGYKDFTNDPYRFP 360
ok kK K ok Kk ok kK Kk ok ok ok kK K ok ok ok ok Kk ok ok ok kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kK k
Gcal TDKFRKFLDDLHNNSQHYVPIFDAAIYVPNPNNATDDDYEPFHLGNESDVEFLKNPDGSLY 420
Gca2 TDKFRKFLDDLHNNSQHYVPIFDAAIYVPNPNNATDDDYEPFHLGNESDVELKNPDGSLY 420
ok kK K ok ok ok ok Kk K ok ok ok ok Kk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kK ok ok ok ok kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kK K
Gecal IGAVWPGYTVFPDFLANNTQEYWNKMFKDWYERIPFDGIWTDMNEVSSFCVGSCGTGRYFEF 480
Gca2 IGAVWPGYTVFPDEFLANNTQEYWNKMEFKDWYERIPEFDGIWTDMNEVSSFCVGSCGTDRYF 480
Kok kK k kK k kK k kK k kKK kkkkkkkkkk kK k kK k kK kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk KKk %
Gecal DNPVHPPFEVGYSGSDYPLGFDKSNASEWKSISEAAAATKTTTTTSSSTSTSIDGKNTLA 540
Gca2 DNPVHPPFEVGYSGSDYPLGFDKSNASEWKSISEAAAATKTTTTTSSSASTSIDGKNTLA 540
Kok kK k kK ok kK k kK k kKK kkkkkkkkkk kK k kK k kK kkkkkkkkkkkkk s kK kk Kk kK Kk *
Gecal PGKANINYPPYAINNNQGDHGLATHAISPNATHADGTVEYDIHNIYGLIQERAIYEALLE 600
Gca2 PGKGNINYPPYAINNDQGDHDLATHAISPNATHADGTVEYDIHNIYGLIQERAIYEALLE 600
Kokk Kk Kk kK k kK kk s Kk kK kkkkkk kK k kK k kK kkkkkkkkkkkkkkk Kk kK kkkKk Kk *
Gecal IHPNKRPFIIGRSSFAGSGKYMGHWGGDNYADYYMMYFSIPQALSMGLSGIPFFGVDACG 660
Gca2 IHPNKRPFIIGRSSFAGSGKYMGHWGGDNYADYYMMYFSIPQALSMGLSGIPFFGVDACG 660
Kk ok o ok kK Kk ok ok ok kK K ok ok ok ok ko ok ok ok ok ok ok ok ok ok K ok ok ok ok ok kK ok ok ok ok ok Kk ok ok ok ok kR kK
Gecal FNGNTDMELCSRWMQLASFFPEFYRNHNVLGAIPQEPYVWEGVMNATKTSINVRYSLLPYY 720
Gca2 FNGNTDMELCSRWMQLASFFPEYRNHNVLGAIPQEPYVWEAVMKATKTSINVRYSLLPYY 720
Kok ok ok k ok k kK k ok Kk kkkkkkk ok kk kK k kK kk Kk kkkk kK kk s kkkk Kk ok kkkKkk kKK
Gecal YTLLHESHVTGIPIMRAFNWQFPYSKELAGVDTQFFVGDALLVTPVLEPGVNHTKGIFPG 780
Gca2 YTLLHESHVTGIPIMRAFNWQFPYSKELAGVDTQFFVGDALLVTPVLEPGVNHTKGIFPG 780
Kk ok ok ok kK K ok ok ok kK ok ok ok ok ko ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kK ok ok ok ok ok kK Rk
Gecal ENAVYYDEFYTHKKQKFTAGKNETLAAPLGHIPLHIKGGNIIPTQEPGYTTTESRKNPFGL 840
Gcaz2 ENAVYYDEFYTHKKQKFTAGKNETLAAPLGHIPLHIKGGNIIPTQEPGYTTTESRKNPFGL 840
Kk ok o ok kK Kk ok ok ok ok kK ok ok ok ok ko ok ok ok ok ok ko ok ok ok kK ok ok ok ok ok kK ok ok ok ok ok kK ok ok ok ok ok Kk Kk
Gecal LVALDAEGTASGKLYLDDGESVDVEEALYVDFVASKNKLVASVFGEYEVRQPLANVTILG 900
Gca2 LVALDAEGTASGKLYLDDGESVDVEEALYVDFVASKNKLVASVFGEYEVRQPLANVTILG 900
Kk ok o ok kK Kk ok ok ok kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok ko ok ok ok kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kK ok ok ok ok ok kK Rk
Gecal VDSEPKKVLENNETVSHNYENGAVYLTDLEKFTKEGAFAEEFSIQW 946
Gcaz2 VDSEPKKVLENNETVSHKYENGAVYLTDLEKFTKEGAFAEEFTLOW 946
Kok ok k ko k kK k kK k kA Kk s kkkkkkkkkkkkkkk kA k kXK h kK s 2 kK

Figura 111.38. Homologia entre Gcal y Gca2 de C. albicans.

Para conocer el grado de homologia que presentaba la secuencia de aminoacidos
de la proteina Gcal se compard su secuencia con las de otras proteinas
de distintas bases de datos, utilizando el programa BLAST y FASTA
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(Altschul et al., 1997). El
Mya-3404 de Candida tropicalis,

alineamiento de la secuencia de Gcal con las proteinas
Nrrl y-27907 de Spathaspora passalidarum,
a-glucosidasa de Debaryomyces occidentalis y a-glucosidasa de
Saccharomycopsis fibuligera, revel6 un alto grado de homologia y fue realizado

mediante el programa CLUSTALW (Figura 111.39).

Cc.albicans ——MKLLSKVEVTALGLTS IVNAAPT——————— SSS-AEEAQKTVPVELSIGVKOLENIH SO
C.tropicalis - 50
S.passalidarum —MILSSVVKTATALAMLGY SAASPT 52
D.occidentalis MIFLKLTIKSIVIGLGLVSATOAAPASSIGSSASASSSSESSQATIPNDVTLGVKQIPNTIF 60
S.fibuligera —MIWLKLSLYSLAFALFADAAPVSSGEEAETSSSTSSSAPAQITVDNELTLGVSQVEPNIV 59
C.albicans NDSAVDANAVAKGYSLVNVSLTARGLTGTI LKLKEATNIYGYDFEYLNLSVEYOSDTRLNYV 110
C.tropicalis NDTAVDANOAAKGYSLVNVINTPRGLTGILKLKEATNIYGYDEFDYLNLTVEYOTEKRLNY 110
S.passalidarum NETAVDANOVAKGYSLTNVTATPRGLTGLLNLKGATNIYGYDEFDKLNLTVTYOSDNRLNY 112
D.occidentalis NDSAVDANAAAKGYDLVNVTINTPRGLTGTILKLKEATNIYGYDFDYLNLTVEYOADTRLNY 120
. fibuligera NKTAIDANEAAKGYDLVNVTTTAKGLTGILKLNEATNIYGYDFDYLNLSVEYQSDDRLNY 119

Cc.albicans HIEPTDLTDVEVLPEELVVKPKLEG-—DAKTFNFE-NSDLVFEYDEEDFGFEVLRSSTRE 167
C.tropicalis HIEPVNLTDVEFVLPEELVVKPOTEG-—DVDSFNFA—DSDLVFEYDKNDFGFET ITRSSTRE 167
S.passalidarum RIAPVNLTDVYILPESLVALPKVEG-—DVNTFEFE-NSDLIFSYDSENFGFEVKRASTAE 169
D.occidentalis HIEPTDLSDVFVLPEHLVVKPLVEG-—DAQSYNFD-NSDLVFEYSNTDFSFEVIRSSTKE 177
S.fibuligera HIEPVDTDNVFILPESLVAKPSADDGDKIESFHEFGGSSDLVFEYSSKNEFGFETILRKSTGK 179

.aibicans VLESTKGNPLVESNOFIOENTTLPKGHSITGLGESIHGSLNEPGVVKTLYANDIADPIDGS 227
.tropicalis SLESTKONPLVESNOFIQENTTLEKGHAITGLGESIHGSLNEPGVVKTLEANDVGDEIDS 227
.passalidarum STKGNPLVESNOFVOENTTLPKGHOI TGLGES THGSLNEPGTVKTLFANDVGDPIDG 229
.occidentalis VLESTKGNPLVESNOFIOFNSSLPKNHVITGLGES THGLVNEPGSVKTLEFANDVGDPIDG 237
. fibuligera SIFSTIGNPLVESNOFIOFNTSLPKDHEITGLGES IHGEFRNEPGIVKTLYANDIANPIDG 239

C.albicans NIYGVHPVYYDORYDTNTTHGVYWRTSATOEVVVGETSLTWRALSGVIDLYFFSGPDPKD 287

C.tropicalis NIYGVHPVYYDORYETNTTHGVYWRTSATOEIVVGEQSLTWRALSGVIDLYFFSGPDPKD 287

s calidarum NIYGVHPVYYDORYDTGTTHGVYWRTSATOEVVVEDOSLTWRALSGVIDLYFFSGPDPKD 289

D 1is NIYGVHPVYLDORYDTETTHAVYWRTSATOEVLIGEES I TWRALSGVIDLYFEFSGPTPKD 297

S.fibuligera NIYGVHPFYIDOQREDTNATHGVYWRTSAIQEVAVGNESLTWRALSGIVDLYFFSGPKPKD 299

C.albicans VIOOYVSEIGLPAMOPYWALGYHOCRWGYDTVESLETVVENFKKEDIPLETIWSDIDYMD 347

C.tropicalis VIQOYVAEIGLPTMOPYWS LGYHOCRWGYDTIDEVKEVVENFRKENTIPLETIWSDIDYMD 347

S.passalidarum VIOOYVKEIGLPAMOPYWALGYHOCRWGYDTIDDVKNVVENFKKENIPLETIWTDIDYMD 349

D.occidentalis ATOOYVKEIGLPAFOPYWSLGYHOCRWGYDTIEKLSEVVENFKKENTI PLETIWSDIDYMD 357

sS.ribuligera VIQOYVKEVGLEPTFOPYWALGYHOCRWGYDTIEELDEVVENFKNEDIPLETIWSDIDYMD 359

C.albicans GYKDFTNDPYRFPTDKFRKELDDLHNNSOHYVPIFDAATYVPNPNNATDDDYEPFHLGNE 407

C.tropicalis SYKDFTNDPYRYPTEKYREFLDELHNNSQHYVPIFDAATIYVPNPNNETDNEYEPFHVGNE 407

S.pdmudlLdalum TYKDFTNDPYRYPTDKYQOLLEELHSNNQHYVPIFDAATIYVPNPNNATDNAYTPFHAGNE 409

D.occidentalis SYKDFTYDPHRFPLDEYRKFLDELHKNNOHYVPILDAATYVPNPNNATDNEYOPFHYGNE 417

S.fibuligera SYKDFTNDPHRYPLEKYQOFLDKLHENNQHYVPIIDAATIYVPNPENATDNDYDVFHYGNE 419

C.albicans SDVFLKNPDGSLY IGAVWPGY TVEPDFLANNTOEYWNKMEFKDWYERI PEFDGIWTDMNEVS 467

C.tropicalis SDVEFLKNPDGSLY IGAVWPGY TVEPDEFLNNNTOEY FNTEEFKEWHDRLPEDGIWTDMNEVS 467

S.passalidarum SDIFLKNPDGSLY IGAVWPGY TAFPDFLNNKTOEYWNEQFKTWHDRI PFDGIWTDMNEVS 469

D.occidentali TDVFLKNPDGSLY IGAVWPGY TVEPDFLAENTOEYWNKV IKDWYELTPEFDGTWADMNEVS 477

S.rfibuligera TDVELKNEDGSLY IGAVWEGSY TVEPDELSENIOKYWIKVEKDWYOOIKEDGIWLDMNEYS 479
-albi ns SFCVGSCGTGRYFDNPVHPPFEVGYSGSDYPLGEFDKS SEWKSTISEAAAATKTTTTTSS 527
.tropicalis SFCVGSCGTDKYFDNPVHPPFEVGNSPTOQYPLGFDKSNSSEWKSISSSIAATASPTSSSS 527
.passalidarum SECVGSCGSGRYFDNPVHPPEAVGAPATS Y PLNENVINATEWASISSAIAATASTEVEEA 529
.occidentalis SECVGSCGTGKYFENPAYPPETVGSKATSY PVGEFDVSNASEWKS IOSSISATAKTSSTS 537
. fibuligera SECVGSCGSGKITDNPVHPPEAVGGEATEFPEGENKTNGTEYASEFTSSLAAASPTS SbEDS 539
.ai1bicans STSTS————IDGKNTLAPGKANINY PPYATINNNOGDHGLATHATSPNATHADGTVEYDIH 583
.tropicalis SSSSSSSSSIDSRNTLAPGKGNINYPPYAINNAOGDHDLATHDVSPNATHVDGTLEYETH 587
.passalidarum TSSSSSS——IDSKNTLAPGKGNINYPPYAINNAOGDHDLATHAVSPNATHVDGTVEYDIH 587
.occidentalis VSSSSST——IDSMNTLAPGKGNINYPPYATYNMOGDSDLATHAVSPNATHADGTVEYDIH 595
.fibuligera SASSTSAS—IDSLNTLAPGKGNINYPPYAINNDOGDHDLATHAVSPNATHODGTLEYDVH 598
.albicans NIYGLIQERATIYEALLEIHPNKRPFIIGRSSFAGSGKYMGHWGGDNYADYYMMYFSTPOA 643

C.tropicalis NLYGYLOERTIYNALLEINPDKRPEIIGRSTFAGSGKYMGHWGGDNTADY YMMY FSIPOA 647

S.passalidarum NLYGFTOEKATIYNALLNIAPDKRPEFIIGRSTFAGAGHYVGHWGGDNSADYDMMYFSTPOA 647
.occidentalis NLYGYLOENATYHALLEVEPNKRPFMI SRSTEFPGAGKWTGHWGGDNTADWAYAYFSIPOA 655

S.fibuligera NLYGYLETNATFEALLEIQPNKRPFIISRSSFAGSGRQTGHWGGDNYSQFRSAYFSIAQA 658

C.albicans LSMGLSGTIPFFGVDACGFNGNTDMELCSRWMOLASFFPFYRNHNVLGATPOEPYVWEGVM 703

C.tropicalis FSMGLSGIPYFGVDVCGENGNSDMELCSRWMOLGSFFPEFYRNHNVLGATSOEPYVWESVM 707

S.passalidarum FSMGLSGVPFEFGVDVCGEFNGNTDMELCSRWMOLGSFEPEYRNHNVLGAISQERPYVWESVT 707

D.occidentalis FSMGIAGLPFFGADVCGENGNSDSELCSRWMOLGSFFPEFYRNHNYLGATDOEPYVWESVA 715

S.fibuligera FSFGLSGIPFFGADVCGENGNSDYELCSRWMOLGSFFPEFYRNHNILGATISOQEPYVWESVT 718

C.albicans NATKTS INVRYSLLPYYYTLLHESHVTGIPITMRAFNWOFPYSKELAGVDTOFEFVGDALLY 763

C.tropicalis DATKTSMNIRYSLLPYYYTLLHESHVSGMPILRAFNWOFPYDKKLSGVDNOQFFVGDALVVYV 767

S.passalidarum EAAKTSMNTIRYLLLPYYYTLLHESHTSGLPILRSFNWEFPYDKKLSGIDNOEFEFVGDALVY 767

D.occidentalis EATRTSMATRYLLLPYYYTLLHESHTTGLPILRAFSWOFPNDRSLSGVDNOFEVGDGLVY 775

S.rfibuligera EATKTSMOTIRYLLLPYYYTLLHEAHITGTI PTILRAFAWOFPENKNVSTVDTOFEVGDALVY 778

C.albicans TPVLEPGVNHTKGIFP-——GENAVYYDEFYTHKKOKFTAGKNETLAAPLGHIPLHIKGGNTT 821

C.tropicalis TPVLEPGVNYTKGVEP-—GEDSVYYDYYTHIKONEFTAGKNETLDAPLGHT PLHIRGGHIT 825

S.passalidarum TPVLOPGVDKVKGVFP-—GTDEVYYDFYTTEKONFKNDKNETLDAPLGHTPLHIRGGHTIL 825

D.occidentalis TPVLEPGVDKVKGVEPGAGKEEVYYDWY TOREVHEFKDGKNETLDAPLGHTPLHTRGGNVL, 835

S.fibuligera TPALEQGVDTVKGTEFPGSGNEEVYYDWY THEKONE TDGKNETLOAPLGHIPLHIRGGHIL 838

C.albicans PTOEPGYTTTESRKNPFGLLVALDAEGTASGKLYLDDGESVDVEEALYVDEVASKNKLVA 881

C.tropicalis PMOEPGYTTAESRNNSFATILVALDKDGNASGKLYLDDGESVDVEESLYVDEIASDNKLVY 885
.passalidarum PTOEPGYTTTESRKNPFGLLVALDKDGKAAGKLYLDDGESLNVTESLYVDEVAGDNELSYV 885
.occidentalis PTOEPGYTVSESRONPFGLIVALDNDGKAOGSLYLDDGESLVVDSSLLVSESVSDNTLSA 895
. fibuligera PTOEPAYTTTESRONPWGLIVALDKDGKAEGKLY SDDGESYEVEESLEVNEIASDNTLLS 898

C.albicans SVFGEYEVROPLANVTILGVDSEPKKVLENNETVSHNYENGAVYLTDLEKETKEGAFAEE 941

C.tropicalis SPFGEYEVSQOPLANVTVEFGGFRRARNCIVW—— ————— — ——— — — — —— — — — — — — — —

S.passalidarum SAFGDYKVEQOPLANVTILGVDKKPEGVKEGDSKVNYKYEKGTVY I TGLEKY TKEGAFAE 245

D.occidentalis SPSGDYKADOPLANVTILGVGHKPKSVKEENANVDETYKKSTVEVTGLDKY TKDGAFSKD 955

S.rfibuligera TSYGEYEVEQPLANITITILGVENKPKEVKEFDDSKVDETFENNTIFVTGLDDOTEDGAFAKH 958

albicans
tropicalis
alidarum

fibuligera

FSIOW 946
FTVSW 950
FTITW 960
FKLSW 963

Figura 111.39. Alineamiento de la proteina Gcal de C. albicans y las proteinas Mya 3404 de
Candida tropicalis, Nrrl y-27907 de Spathaspora passalidarum, a-glucosidasa de Debaryomyces

occidentalis y a-glucosidasa de Saccharomycopsis fibuligera.
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Los porcentajes de homologia entre la proteina Gcal de C. albicans y las

proteinas citadas anteriormente se detallan en la tabla I11.24.

REFERENCIA PROTEINA ESPECIE % HOMOLOGIA
XP 002549000.1 Mya-3404 C. tropicalis 81 %
EGW 32344.1 Nrrl y-27907 S. passalidarum 76 %
BAE 20170.1 a-glucosidasa D. occidentalis 72 %
CAF 31354.1 a-glucosidasa S. fibuligera 71 %

Tabla 111.24. Comparacion del porcentaje de homologia de la proteina Geal de C. albicans y las
proteinas Mya-3404 de Candida tropicalis, Nrrl y-27907 de Spathaspora passalidarum,
a-glucosidasa de Debaryomyces occidentalis y a-glucosidasa de Saccharomycopsis fibuligera.

111.C.2. ANALISIS DE LA REGION CODIFICANTE.
111.C.2.1. Composicion de bases.

La composicion nucleotidica de la ORF correspondiente al gen GCAL es
A (30%); T (33%); G (19%) y C (18%), siendo el contenido en A+T del 63%,
dato en consonancia con la frecuencia descrita para C. albicans
(Odds, 1988; Brown et al., 1991).

111.C.2.2. Frecuencia del uso de codones.

Se ha demostrado la existencia de una relacion directa entre el uso de codones
sinénimos y el grado de expresion de un gen, de manera que los genes que estan
altamente expresados utilizan determinados codones sinénimos mientras que los genes
de un menor nivel de expresion utilizan todos los codones sinbnimos de una manera
aleatoria (Grosjean y Friers, 1982). En la tabla 111.25 se recoge la frecuencia del uso de
codones del gen GCAL. Se observa una clara tendencia en usar preferentemente los
codones que terminan en T 0 A, tendencia descrita para C. albicans (Brown et al., 1991;
Lloyd y Sharp, 1992).
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Codon aa N % Codon aa N % Cod6n aa N % Cod6n aa N %
TTT Phe 27 2.8 TCT Ser 20 2.1 TAT Tyr 32 3.4 TGT Cys 5 0.5
TTC Phe 27 2.8 TCC Ser 9 0.9 TAC Tyr 24 2.5 TGC Cys 0 0.0
TTA Leu 22 2.3 TCA Ser 21 2.2 TAA -—- 1 0.1 TGA --- 0 0.0
TTG Leu 35 3.7 TCG Ser 2 0.2 TAG --- 0 0.0 TGG Trp 15 1.6
CTT Leu 13 1.4 CCT Pro 11 1.1 CAT His 15 1.6 CGT Arg 6 0.6
CTC Leu 3 0.3 CCcC Pro 0 0.0 CAC His 10 1.0 CGC Arg 0 0.0
CTA Leu 0 0.0 CCA Pro 43 4.5 CAA Gln 24 2.5 CGA Arg 0 0.0
CTG Ser 0 0.0 CCG Pro 0 0.0 CAG Gln 0 0.0 CGG Arg 0 0.0
ATT Ile 40 4.2 ACT Thr 39 4.1 AAT Asn 33 3.5 AGT Ser 10 1.0
ATC 1Ile 6 0.6 ACC Thr 7 0.7 AAC Asn 27 2.8 AGC Ser 3 0.3
ATA Ile 3 0.3 ACA Thr 19 2.0 AAA Lys 34 3.6 AGA Arg 15 1.6
ATG Met 13 1.4 ACG Thr 0 0.0 AAG Lys 11 1.2 AGG Arg 0 0.0
GTT Val 46 4.8 GCT Ala 31 3.3 GAT Asp 51 5.4 GGT Gly 55 5.8
GTC Val 6 0.6 GCC Ala 12 1.3 GAC Asp 8 0.8 GGC Gly 4 0.4
GTA Val 8 0.8 GCA Ala 18 1.9 GAA Glu 53 5.6 GGA Gly 12 1.3
GTG Val 9 0.9 GCG Ala 0 0.0 GAG Glu 7 0.7 GGG Gly 2 0.2

Tabla 111.25. Uso de codones en el gen GCAL. N simboliza el nimero de veces que aparece el codon en

la proteina y % el porcentaje de aparicién de codones respecto al total.
111.C.2.3. Analisis de la secuencia de aminoacidos.

La composicién de aminoacidos se detalla en la figura 111.40. Como se puede
observar los aminoacidos mas representados son glicina (7.7%), leucina (7.7%),
treonina (6.9%) y serina (6.9%).

Composicion de aminoacidos

8 7,7 7,7
73
69 69

6,4

5,2

Porcentaje
S

1,4

Ala Val Leu lle Phe Trp Met Pro Gly Ser Thr Cys Tyr Asn GIn Asp Glu Lys Arg His

APOLARES HIDROFOBICOS POLARES SIN CARGA POLARES ~ POLARES
ACIDOSS  BASICOS

Figura 111.40. Composicion en amino&cidos de la proteina Gceal.
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El estudio de su secuencia peptidica puso de manifiesto una serie de

caracteristicas que se detallan a continuacion:

1. La proteina Gcal contiene 946 aminodcidos, presenta un peso molecular teérico
de 105.6 kDa y un punto isoeléctrico de 4.51.

2. Presencia de un péptido sefial tipico en la region N-terminal (Von Heijne, 1986)
y un posible sitio de corte entre las posiciones 20 y 21 (Figura 111.41)
determinado mediante el empleo del programa Signal P-NN.

3. Segun la secuencia predicha encontramos 11 posibles sitios tedricos de
N-glicosilacién (Figura 111.42) segun el programa NetNGlyc 1.0

4. La proteina madura posee 9 sitios tedricos de O-glicosilacion segun el programa
NetOGlyc 3.1

5. No presenta pseudorepeticiones internas en su secuencia aminoacidica.

6. Presencia de cinco cisteinas.

Signalf-4.8 prediction (euk netuorks): Sequence

E'WIL'PB —
S=noore
Y=score

8.6 F 1

Score

8.2 | g 1

oo TR Hlﬁ'||"f|||"f|||"|H7“f|| TITTTT]

HELLSKEYFYTALGLTSIVNARPTSSSSAEEAQKT VPVELSIGVEQLPNIHNDSAVOANAVAK GYSLVNY

SeE——

L A L L L A
o 10 28 38 EL] 1] 1] 7a
FPozition

Figura I11.41. Prediccion tedrica de la existencia de péptido sefial mediante el empleo del programa
SignalP 4.0 Server. Se aprecia la presencia de un sitio teérico de procesamiento por la peptidasa sefial

entre los aminodcidos 20 y 21.
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MKLLSKVEVIALGLTSIVNAAPTSSSSAEEAQKTVPVELSIGVKQLPNIHNDSAVDANAV
AKGYSLVNVSLTARGLTGILKLKEATNIYGYDFEYLNLSVEYQSDTRLNVHIEPTDLTDV
FVLPEELVVKPKLEGDAKTFNFENSDLVFEYDEEDFGFEVLRSSTREVLESTKGNPLVES
NQFIQFNTTLPKGHSITGLGESIHGSLNEPGVVKTLYANDIADPIDGNIYGVHPVYYDOR
YDTNTTHGVYWRTSAIQEVVVGETSLTWRALSGVIDLYFFSGPDPKDVIQQYVSEIGLPA
MOPYWALGYHQCRWGYDTVESLETVVENFKKFDIPLETIWSDIDYMDGYKDEFTNDPYRFP
TDKFRKFLDDLHNNSQHYVPIFDAATYVPNPNNATDDDYEPFHLGNESDVFLKNPDGSLY
IGAVWPGYTVFPDFLANNTQEYWNKMEKDWYERIPFDGIWIDMNEVSSFCVGSCGTGRYF
DNPVHPPFEVGYSGSDYPLGFDKSNASEWKSISEAAAATKTTTTTSSSTSTSIDGKNTLA
PGKANINYPPYATINNNQGDHGLATHAISPNATHADGTIVEYDIHNIYGLIQERAIYEALLE
THPNKRPFIIGRSSFAGSGKYMGHWGGDNYADYYMMYFSIPQALSMGLSGIPFFGVDACG
FNGNTDMELCSRWMQLASFFPEFYRNHNVLGAI PQEPYVWEGVMNATKTSINVRYSLLPYY
YTLLHESHVTGIPIMRAFNWQFPYSKELAGVDTQFFVGDALLVTPVLEPGVNHTKGIFPG
ENAVYYDFYTHKKQKFTAGKNETLAAPL.GHIPLHIKGGNIIPTQEPGY TTTESRKNPFGL
LVALDAEGTASGKLYLDDGESVDVEEALYVDEFVASKNKLVASVFGEYEVRQPLANVTILG
VDSEPKKVLEFNNETVSHNYENGAVYLTDLEKFTKEGAFAEEFSIQW

Figura 111.42. Secuencia aminoacidica de la proteina Gcal. La secuencia de aminoacidos
correspondiente al péptido sefial se encuentra resaltado en verde, los residuos de serina y treonina se han
resaltado en rojo y los sitios tedricos de N-glicosilacidn se encuentran marcados en azul.

111.C.2.4. Hidrofobicidad de la proteina Gceal.

Se realiz6 un andlisis de la hidrofobicidad de la proteina Gcal representandola
en la escala Kyte-Doolittle (Figura 111.43). En esta escala, las regiones con valores
superiores a 0 presentan un caracter hidrofobico, y las regiones por debajo de 0 un

caracter hidrofilico.

H N W s

Indice

4

A i “; . l \ “ A .\u‘l,.,lll A l. l“
[RaATb N R

o
O O O O O o o o o

-4.

100 200 300 400 500 600 700 800 900

N° aminoacidos

Figura 111.43. Perfil hidrofébico de la proteina Gcal. Los valores por encima de la linea horizontal

indican las regiones hidrofobicas y los valores por debajo de la linea representan las regiones hidrofilicas.
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111.C.3. MODELO DE HOMOLOGIA DE Geal.

Para la obtencion del modelo de homologia de Gcal se utilizaron los servidores
JIGSAW y PHYRE (Bates et al., 2001). La estructura de Gcal se pudo predecir
utilizando como molde la glucoamilasa-maltasa humana (MGAM) (PDB entry: 2QMJ).
La busqueda en bases de datos de proteinas demostré que Gcal tenia una secuencia y
estructura similar a las a-glucosidasas de la familia glicosil hidrolasa 31 (a-glucosidasas
de E.coli y Sulfolobus sulfataricus) (Henrissat y Davies, 1997) (Figura 111.44.(A)).
Posteriormente se realizaron alineamientos entre ellas y se obtuvo la informacién que el
dominio de la proteina Gcal estaba formado por ocho a-hélices y ocho B-hélices. Se
encontraron dos regiones conservadas en las hélices B-4 y B-6, incluyendo los dos
residuos cataliticos tipicos de la familia glicosil hidrolasa 31, Aspass; Y ASpeas que
actuarian como sitio catalitico nucleofilo y catalitico acido/base respectivamente
(Figura 111.44.(B)).

La proteina Gcal contiene la secuencia catalitica WxDMNE, siendo “x” una
posicion variable y en C. albicans es una treonina (T). Este grupo esta presente en
enzimas con  actividades  oa-glucosidasa,  glucoamilasa, a-xilosidasa Yy
maltasa-glucoamilasa, a diferencia de la a-xilosidasa de E. coli, representativa de
estructuras bacterianas y que contiene la secuencia invariable KTDFGE (Lovering et al.,
2005). Respecto a la estructura propuesta por el modelo Gcal reveld que son muy
similares en su arquitectura. El sitio catalitico (B/a)s (Tyr253-11e748) esta
estructuralmente conservado. B1 (Hisz10-Argsis), al (Valzgo-LysS331),
B2 (Thrasg-Serss;), 02 (Phesgr-Hisszz), B3 (Hiszz-ASpsss), o3  (Asngzz-ASpPaag),
B4  (Aspsss-Glussy), 04 (Ilesga-llegor), PB5  (Phegos-Glyei), o5  (Sereis-LySea0),
B6 (Hisgas-ASNes), 06 (Meteas-LeUgsg), P7 (Phegss-Valess), o7 (Metgsr-Alagry),
B8 (Argsssa-Asnes7) y a8 (Alazgs-Valrg). Ademas las siete regiones tipicas (1 a VII) y los
residuos 16 y 17 (Tyr316, Asp342, Asp462, Glud65, Trp625, Asp628, Gly650, Gly660,
Pro681, Arg684, Arg713, Leu717, Tyr721, Gly731 y Gly809) en GH31 propuesto por
Kashiwabara et al (2000) estan conservados, con la unica excepcion del residuo de Trp
entre Aspeas Y Glysso que no se ha detectado en la glucoamilasa de C. albicans, donde
Tyresy puede realizar su funcién. En el plegamiento, los residuos de asparragina
(Asp462 y Asp628) fueron los ultimos de las hélices B-4 y B-6 en el barril (B/a)s,

respectivamente.
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Figura 111.44. Representacion esquematica de la estructura de la proteina Gcal de C. albicans.
(A) Estructura secundaria de la proteina Gcal predecida utilizando la glucoamilasa-maltasa humana
(PDB: 2QMJ) como modelo. La figura fue generada con RasMol (Bernstein, 2000). (B) Representacion
esquematica de la estructura central de Gcal de C. albicans. El diagrama representa el dominio de la
familia glicosil hidrolasa 31. Los aminoacidos cataliticos son Aspge,: hucledfilo catalitico al final de la

hoja B4 Y Aspegg: acido/base catalitico al final de la hoja .

I11.C.4. CONSTRUCCION DEL CASETE DE INTERRUPCION
PARA EL GEN GCAL1.

Con el objetivo de conocer si la proteina Gcal podria ser reconocida por el
anticuerpo monoclonal 3H8 tal como se ha mencionado en el capitulo 111.B de
resultados, se decidio realizar la obtencion del mutante nulo gcal. Para la interrupcion
de genes en levaduras ha sido ampliamente utilizada la técnica del “Ura-blaster”,
originalmente usada para la disrupcion génica en Saccharomyces cerevisiae
(Alani et al., 1987). Este método desarrollado por Fonzi e Irwin (1993) permite la
delecion secuencial de los dos alelos de un gen en C. albicans, utilizando como Unico
marcador el gen URA3, que es recuperado después de cada transformacion. Para llevar a
cabo esta técnica es necesario el empleo de una cepa de laboratorio, la CAl4, que
presenta una auxotrofia (ura3/ura3) que le impide el crecimiento en medios pobres sin
uridina como el medio YNB, de esta manera podemos seleccionar los transformantes en
este medio. Sin embargo esta cepa presenta otras mutaciones en otros dos genes como
consecuencia del proceso de disrupcion del gen URA3, lo que la hace una cepa con un

fondo genético alterado.
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Para el estudio de genes por disrupcion de los mismos es importante poder
trabajar con una cepa con un fondo genético no modificado en laboratorio, es decir, una
cepa silvestre por ejemplo de un aislado clinico como la cepa SC5314 ampliamente
usada en laboratorio y de la cual se ha hecho la secuenciacién de su genoma. Por todas
estas caracteristicas, se ha tomado como cepa silvestre parental de referencia para la

realizacion de este trabajo.

Reuss et al. (2004) han desarrollado una técnica basada en el uso de un gen de
resistencia a antibioticos del tipo estreptomicina (derivado o de la misma familia), como
gen marcador, el cual puede ser usado en esta cepa salvaje. EI método consiste en el
empleo del plasmido pSFS2, que alberga un casete que contiene el gen marcador
dominante de resistencia adaptado a C. albicans (CaSAT1) (Streptotricin Acetil
Transferasa) bajo el promotor constitutivo del gen ACT1, para la seleccion de
transformantes, y el gen CaFLP (gen que codifica para la flipasa Flp), también adaptado
a C.albicans, que codifica una recombinasa bajo el promotor inducible del gen MAL1,
que permitira la subsiguiente escision del casete mediante recombinacion
sitio-especifica entre las dos FRTs que flanquean el casete (Figura 111.45).

XhB PN

] \ \
» _’
FRTMAL2p  caFLP1 ACT1t CaSAT1 RT

Figura 111.45. Esquema del casete de disrupcion del plasmido pSFS2.

Para la interrupcion génica era necesaria la construccion de un plasmido en el
que el casete pSFS2, estuviera flanqueado por secuencias del gen GCAL,
correspondientes a las regiones nucleotidicas 5’ y 3’ de este gen (Figura 111.46). Estas
regiones nucleotidicas permiten la recombinacion con sus homologas en el genoma de
C. albicans, quedando el gen SAT1 integrado en el locus del gen GCAl e

interrumpiendo de esta manera el gen selectivamente.

K XhB PN S
5’ GCA1 i! TMAL2p  caFLP1 i ACT1t CaSAT1 !R T3 Gea1

Figura 111.46. Plasmido pSFS2 que contiene el gen SAT1 (Reuss et al., 2004), utilizado para la

construccién del casete de interrupcion del gen GCAL.
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La construccion del casete se hizo en dos pasos. Primero, mediante PCR, usando
los oligonuclettidos F1-5> y F1-3” (véase Tabla Il.4. de Materiales y Métodos), se
obtuvo el amplicon F1 de 471 pb que contenia los puntos de corte para Kpnl y Xhol. El
amplicén F1 se digirié con estas enzimas de restriccion y se subclon6 en el plasmido
pSFS2 (Figura 111.45) que contenia el gen SAT1 (Reuss et al., 2004). El plasmido

resultante se llam6 pSFS2A/F1 y contenia la region 5’ del gen.

En el segundo paso se obtuvo el amplicon F2 de 562 pb mediante el empleo de
los oligonucle6tidos F2-5° y F2-3” (véase Tabla 11.4. de Materiales y Métodos). El
amplicon F2 y el plasmido pSFS2A/F1, se digirieron con Notl y Sacl y se ligaron
generandose el plasmido pSFS2A-F1-F2 conteniendo el casete que se emplearia para

interrupcion del gen GCAL (Figura 111.47).

KpnI(658)
/ Xho1(660) _Kpn1(6s)

CloR_ /“ “TTFRT CloR / F1
/ ~—MALprom ~ /-’}::\hal(w;ﬂ

—al1 (s260) ERT

) “MALprom
artr » PSFS2A/F1 GCA1
7961 bp
oo RI (2016)

\Iﬁndm[mm) Sac1(53=:1)
SacT (4860) __ Nt I(gno) e
N 1uss) FRT™
FRT < SATI
-
SAT . ESATS
FSATS” | "ACTiprom ACTiprom”

ClOR\ _Kpn1(658)

g /- Ft
'-.k_./'/)a,.':.ﬂz 1051
< e Xhol(

__FRT
TMa Lprom

F1/pSFS2A/F2 GCA1
s53bp

__caFLP

- N
FSATS ACT1prom

Figura 111.47. Esquema de la construccion del plasmido pADG (F1/pSFS2A/F2) conteniendo el

casete de disrupcion para el gen GCAL.
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111.C.5. OBTENCION DEL MUTANTE HOMOCIGOTICO PARA
EL GEN GCAL.

Una vez obtenido el casete de interrupcion, se procedié a la transformacion de la
cepa SC5314 de C. albicans mediante el método de Reuss et al. (2004), explicado en el
apartado 11.10 de Materiales y Métodos, para la interrupcién del gen GCAL. Para tal
proceso, se empled de 3 a 5 pg de ADN del plasmido F1/pSFS2A/F2 que fue digerido
previamente con Kpnl y Sacl, enzimas que permiten liberar el casete (Figura 111.47). De
esta forma se permite la integracion por recombinacion homdloga del casete que
contiene el gen SAT1 en el locus correspondiente del gen GCAL (Figura 111.48).

K XhB PN S

DR S—
Sy

Figura 111.48. Esquema de insercion del casete de disrupcion en un alelo de GCA1, mediante

recombinacion homologa.

La seleccion de los transformantes se realizd en placas de YPD conteniendo
nourseotricina 200 pg/ml. Las cepas identificadas por PCR como mutantes en uno de
los dos alelos de GCA1 se nombraron GCA1HR,

Tras esta transformacion, las cepas identificadas como GCA1HF se sembraron
en medio YPM para que se expresara el gen CaFLP que se encuentra en el casete de
disrupcion ahora integrado en el locus del gen GCAL. De esta manera, mediante la

accion de las flipasas se procede a la eliminacion del casete mediante recombinacion
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sitio-especifica entre las dos FRTs, perdiendo asi la resistencia a nourseotricina
(Figura 111.49).

4

Figura 111.49. Esquema de insercidn del casete de disrupcién en un alelo del gen GCAL mediante

recombinacion homdloga.

Seguidamente se seleccionaron aquellas células que habian perdido la resistencia
a este antibidtico mediante la siembra en YPD solido conteniendo distintas
concentraciones de nourseotricina (entre 10 y 25 pg/ml). Aprovechando que las
cepas sensibles a nourseotricina crecen mas lentamente que las resistentes al antibiotico
en medios con baja concentracion de la droga, se seleccionaron aquellas colonias que
fueron mas pequefias (Figura 111.50), que eran los transformantes sensibles nombrados

GCA1H®. De esta forma se consigui6 la interrupcion de un alelo.

NTC 200 pg/ml NTC 10 pg/ml

Figura 111.50. Placas resultantes de la transformacion. A) transformantes con el gen SAT1 integrado
en el locus GCAL. B) transformantes sensibles a nourseotricina al haber perdido la resistencia a dicho

antibiotico.
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A partir de la cepa heterocigética GCALH® se repitié el mismo proceso de
transformacion empleando el casete de disrupcion descrito y asi se consiguio
interrumpir el segundo alelo para obtener la cepa mutante homocigética correspondiente
al gen GCA1 (Figura I11.51). También se analizaron los transformantes mediante PCR.
La cepa identificada como mutante nulo con el casete integrado se nombré como
GCA1@® y tras el cultivo en medio YPM se aislé la cepa sensible a nourseotricina
GCA1Z°.

K XhB PN S

K XhB ‘ PN S

Figura 111.51. Esquema de disrupcion del gen GCAL, segundo paso de transformacion.
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111.C.6. COMPROBACION DE LOS MUTANTES.

I11.C.6.1. Seleccién de las colonias susceptibles de transformacion
mediante PCR.

Todas las colonias obtenidas en las distintas etapas de la transformacion fueron
analizadas mediante PCR de ADN gendmico utilizandose diferentes oligonucledtidos

(veéase Tabla 11.4 de Materiales y Métodos):

v Por un lado, para comprobar la correcta integracion del casete se emplearon:
un oligonucleétido del casete, el FSATS, y ext-3’ flanqueante al sitio
correcto de integracion que se encuentra ausente en el casete, obteniendo una
banda de 1372 pb.

v' Por otro lado, se utilizaron los oligonucleétidos F1-5° y F2-3’ para
comprobar la disrupcion del alelo, entonces para el alelo silvestre se espera
una banda de 4257 pb y para el alelo disrupcionado una banda de 1372 pb.

Los tamafios esperados fueron de 4257 pb para la cepa sin interrumpir SC5314,
y para la cepa GCA1H® se utilizaron los oligonucleétidos FSATS y ext-3’ apareciendo
una banda de 1372 pb del alelo que habia integrado el casete de interrupcion
(Figura 111.52, calle 1). Para el mutante heterocigético GCAl/gcal (cepa GCA1H®) se
esperaban bandas de 1072 pb para el alelo interrumpido que habia perdido el gen SAT1
(Figura 111.52, calle 2) y 4257 pb para el alelo sin interrumpir; a su vez para la cepa
GCA1@® se esperaba una banda de 1372 pb para el alelo que habia integrado el casete
de interrupcion (Figura I11.52, calle 3); asi como una banda de 1072 pb para el otro alelo
ya interrumpido y pasado por maltosa (Figura I11.52, calle 4) y finalmente para el
mutante homocigético gcal/gcal (GCAL1@P®) se esperaba una banda de 1072 pb que
correspondia a los dos alelos del gen GCAL interrumpidos que habian perdido el gen

SAT1 de resistencia al antibiético (Figura 111.52, calle 5).
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1372pb--
1072pb--

Figura IIL.52. Analisis de transformantes
por PCR visualizados mediante
electroforesis en gel de agarosa;

1.- GCAIHR (oligos FSATS v ext-3);

2.- GCAIHS (oligos F1-5° y F2-37);

3.- GCAIOR (oligos FSATS y ext-3);

4.- GCAIG® (oligos F1-5" vy F2-3%);

5.- GCA10° (oligos F1-5" y F2-37).

CaGCA1l

GCA1H®

GCA1H®

GCA10%®

GCA109°

L

EEse— 4257pb
1] Ry

- !

EEeee— 2570
] ]

- !

e 2570b
F. N

-

i R
1372pb
WD R e csm R

s h
ﬁﬁ 4257pb
Fi—y N
R
—— 1072pb
(=] «N

fr

F R

-J£_>l_g_ 1372pb
WAL cartpr ATt CasATt

o “h

ﬁ_ﬂﬁ 1072pb
i
fl R
i1 i 1072pb
R
1072pb
=] FRI E

El hecho de haber podido obtener el mutante para el gen GCAL, demuestra la no

esencialidad de ese gen.

I11.C.7. ANALISIS FENOTIPICO DE LAS CEPAS MUTANTES DEL

GEN GCAL.

Con la finalidad de elucidar la posible funcion de la proteina Gcal, se llevo a
cabo un anlisis fenotipico de las cepas mutanes GCALH® y GCA1@° bajo distintas

condiciones y los resultados se compararon con los de la cepa parental SC5314 que

sirvié como control.

Los estudios realizados con el fin de encontrar diferencias fenotipicas entre las

distintas cepas (SC5314, GCA1H® y GCA1@®), se detallan a continuacion:
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111.C.7.1. Estudio de la integridad de la pared celular.

111.C.7.1.1. Estudio de sensibilidad a zimoliasa.

La zimoliasa es un complejo enzimatico con actividad principalmente
B-1,3-glucanasa. La sensibilidad a zimoliasa se ha utilizado para monitorizar los
cambios en la composicion y la organizacion de la pared celular de las levaduras como
aparecid en estudios iniciales realizados en S. cerevisiae (De Nobel et al., 1990;
Ram et al., 1994; Van der Vaart et al., 1995). La observacién de una mayor o menor
sensibilidad de las células a la degradacion enzimatica del B-1,3-glucano puede reflejar
alteraciones en la estructura de la pared derivadas de la ausencia o de la sobreexpresion
de la proteina estudiada o de otros componentes. El ensayo fue realizado siguiendo el
protocolo descrito por Van der Vaart et al. (1995), modificado para C. albicans
(Garcera et al., 2003). El estudio se llevd a cabo utilizando cultivos en fase exponencial

(D.0O.600nm = 0.5) de las cepas parental y mutantes heterocigdtico y homocigético.

Las células fueron recogidas y se ajustaron a una D.O.goonm aproximada de 1 en
tampon Tris-HCI 10 mM pH 7.5 conteniendo zimoliasa 20 T a una concentracion de
100 pg/ml. Las variaciones de D.O.go0nm fueron monitorizadas durante 60 min en un
espectrofotémetro Graphicord (Shimadzu®). No se observaron diferencias significativas
en el crecimiento de las cepas mutantes en comparacion con la parental, lo cual nos
sugeria que no existia modificacién alguna en la arquitectura y/o composicién de la
pared de las cepas mutantes (Figura 111.53).
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Figura 111.53. Curva de sensibilidad a zimoliasa.
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I11.C.7.1.2. Estudio de sensibilidad a rojo congo y al blanco de

calcofluor.

Para estudiar el efecto producido por la interrupcion del gen GCA1 sobre la
integridad de la pared celular, se analizé el efecto de sustancias como rojo congo
(Kopecka y Gabriel, 1992) y blanco de calcofltor (Elorza et al., 1983; Ram et al., 1994)
que interfieren en la sintesis de la pared distorsionando el ensamblaje de los distintos
componentes de la misma. El blanco de calcoflior es una molécula bipolar que se
intercala entre las cadenas de quitina de la pared celular (Murgui et al., 1985). El rojo
Congo actua de una manera similar, interfiriendo principalmente en la formacion de

microfibrillas de -1,3-glucano.

Se realizaron diluciones decimales seriadas hasta 10” de cada cultivo
depositandose 5 pl en medio YPD que contenia blanco de calcoflior a concentraciones

de 15, 30 y 55 pg/ml y placas a concentraciones de 150 y 200 pg/ml de rojo congo.

No se observaron diferencias significativas entre las cepas mutantes
heterocigotica y homocigdtica en comparacion con la cepa parental, lo que indicaria que
la falta de la proteina Gcal no deriva en una alteracion de la arquitectura de la pared

celular de C. albicans (Figura 111.54).

CONTROL RC 150 pg/ml RC 200 pg/ml

10 101! 102 103 10+ 10 10 102 103 10+ 10 10 102 103 10+

CFW 15 pg/ml CFW 30 pg/ml CFW 55 pg/ml

10 10! 102 10 10 10 10! 102 102 10+ 10 10! 102 10 10

Figura I11.54. Sensibilidad a rojo congo y blanco de calcofltor. Cultivos en fase exponencial crecidos
en YPD de las cepas: (1) SC5314, (2) GCA1H® y (3) GCA1@®, fueron recogidos por centrifugacion y
ajustados a una D.O.gp0nm = 1. A continuacidn se hicieron diluciones decimales seriadas, tomandose 5 pl
de cada dilucion y se sembraron en medio solido YPD que contenia 150 y 200 pg/ml de rojo congo y

15, 30 y 55 pg/ml de blanco de calcofluor.
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111.C.7.1.3. Estudio de sensibilidad a SDS.

El SDS es un detergente que distorsiona las membranas celulares afectando la
estabilidad de las mismas y por tanto también a la construccion de la pared celular. Se
analizo la sensibilidad a SDS para estudiar el efecto producido por la interrupcion del
gen GCAL sobre la integridad de la pared. Se sembraron 5 pl de cada dilucion decimal
en medio YPD que contenia de 0.015 a 0.06% de SDS. No se observaron diferencias
significativas entre las cepas mutantes heterocig6tica y homocigética en comparacion

con la cepa parental (Figura 111.55).

CONTROL SDS 0.015 % SDS 0.030% SDS 0.06%

10 10 102 10° 10+ 10 107 102 10 10+ 10 107 102 10° 10+ 10 10 102 10° 10+

Figura I11.55. Sensibilidad a dodecil sulfato sédico (SDS). Cultivos en la fase exponencial crecidos en
YPD de las cepas: (1) SC5314, (2) GCALH® y (3) GCA1@®, fueron recogidos por centrifugacion y
ajustados a una D.O.g00nm = 1. A continuacion, se hicieron diluciones decimales seriadas, tomandose 5pl

de cada dilucion y se sembraron en medio sélido YPD que contenian 0.015; 0.03 y 0.06% de SDS.

111.C.7.2. Estudio del efecto de cafeina, sorbitol, etanol, glicerol y
EDTA.

La cafeina es un inhibidor de la fosfodiesterasa que hidroliza el AMPc que actia
como segundo mensajero (Pearson et al., 1988). En consecuencia, su adicion aumenta
los niveles intracelulares de AMP ciclico y activa la ruta de sefializacion PKA de
proteina-quinasas dependiente de éste. Tanto el sorbitol, etanol y el glicerol o glicerina
son azlcares alcoholes que pueden afectar la integridad de la pared celular al causar
choque osmético. El &cido etilendiaminotetraacético, o EDTA, es una sustancia

utilizada como agente quelante que puede afectar la estructura de la pared celular.

Se sembraron 5 ul de cada dilucién decimal en medio YPD que contenian
8 y 20 mM de cafeina en presencia y ausencia de sorbitol 0.5 M. No se observaron
diferencias significativas en la sensibilidad a la cafeina de los mutantes respecto de la

cepa parental (Figura I11.56).
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CONTROL CAFEINA 8 mM CAFEINA 20 mM

10 10 10 103 10+ 10 10 10 10 10+ 10 10" 10 103 10+
CAFEINA 8 mM CAFEINA 20 mM
CONTROL

SORBITOL 0.5 M SORBITOL 0.5 M

10 10! 10 103 10+ 10 10! 10 103 10+ 10 10! 10 103 10+

Figura 111.56. Sensibilidad a cafeina con o sin sorbitol 0.5 M. Cultivos en la fase exponencial crecidos
en YPD de las cepas: (1) SC5314, (2) GCA1H® y (3) GCAL@®, fueron recogidos por centrifugacion y
ajustados a una D.O.gp0 = 1. A continuacion se hicieron diluciones decimales seriadas, tomandose 5 pl
de cada dilucién y se sembraron en medio s6lido YPD que contenia 8 y 20 mM de cafeina con o sin
sorbitol 0.5 M.

Ademas, se compard también el comportamiento de las cepas parental y
mutantes en placas de YPD con etanol, glicerol y EDTA. De los resultados obtenidos no
se observaron diferencias de sensibilidad significativas de los distintos mutantes a estos

compuestos (datos no presentados).
111.C.7.3. Estudio de sensibilidad frente a drogas.

Para dilucidar el grado de alteracion en la estructura de la pared celular debido a
la falta de la proteina Gcal, se compard el comportamiento de la cepa parental y las
mutantes en presencia de drogas que afectan diferentes compuestos y procesos celulares.
Para ello se hicieron diluciones decimales hasta 10 de las cepas parental y mutantes y

se dispensaron en gotas sobre placas que contenian:

» Anfotericina B. Es un antibiotico macrolido poliénico que actia formando
poros hidrofilicos en la membrana plasmética. La anfotericina B se une a los
esteroles de las membranas celulares tanto de las células fangicas como células
de mamifero, deteriorando la integridad de las mismas. Esto se traduce en una

pérdida de potasio y otros contenidos celulares. La mayor afinidad de la
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anfotericina B hacia el ergosterol, un esterol encontrado primordialmente en las
membranas de los hongos, es la clave de su accién antifingica. Sin embargo,
como el farmaco se une también al colesterol (esterol preferente de las
membranas de células humanas) la anfotericina B presenta algunos efectos

toxicos, particularmente a nivel renal.

» Ketoconazol. Antifungico de la familia de los azoles que actla sobre el
citocromo P-450 en la ruta de sintesis de ergosterol alterando asi la

permeabilidad de la membrana plasmatica.

» Tunicamicina. Inhibidor de la N-glicosilacion.

Posteriormente, las placas se incubaron durante 72 horas a 28°C y se estudio la
capacidad de crecimiento de cada cepa. No se observaron diferencias de sensibilidad de
los distintos mutantes a la accion de anfotericina B, ketoconazol y tunicamicina
(Figura 111.57).

ANFOTERICINA B 4 ug/ml  ANFOTERICINA B 8 pg/ml

10 10! 102 102 10* 10 10 102103 10*

CONTROL KETOCONAZOL 0.5 pg/ml

10 10! 102 103 10+ 10 10 102103 10¢

TUNICAMICINA 2 pg/ml TUNICAMICINA 8 pg/ml

10 101 102 103 104 10 10! 102 103 10*

Figura 111.57. Sensibilidad a anfotericina B, ketoconazol y tunicamicina. Cultivos en fase exponencial
crecidos en YPD de las cepas: (1) SC5314, (2) GCA1H® y (3) GCA1@®, fueron concentrados a una
D.0O.¢00nm = 1, se hicieron diluciones decimales seriadas, tomandose 5 pl de cada dilucion y se depositaron
en medio sdlido YPD que contenian 4 y 8 pg/ml de anfotericina B, 0.5 pg/ml de ketoconazol y

2y 8 ug/ml de tunicamicina.
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111.C.7.4. Estudio de la respuesta a estreés.

111.C.7.4.1. Estudio de sensibilidad a choque térmico.

Con el fin de saber mas sobre la integridad celular, se sometieron cultivos en
fase exponencial de crecimiento de la cepa parental SC5314 y los respectivos mutantes
GCA1H® y GCA1@°, a un choque térmico de 55°C. Se tomaron muestras a distintos
intervalos de tiempo: 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 y 60 min, los cultivos se transfirieron de
nuevo a 28°C, incubandose durante 2-3 dias. Como puede observarse en la figura 111.58,
la ausencia de Gcal no confiere a las células mayor resistencia al choque térmico, ya

gue no se aprecian diferencias significativas.

CONTROL ET 55°C 15 min ET 55°C 30 min ET 55°C 60 min

10 10*' 102 10° 10+ 10 10" 102 10° 104 10 10! 102 10° 10* 10 10" 102 10° 104

Figura 111.58. Sensibilidad a choque térmico (55°C) a diferentes periodos de tiempo. Cultivos en fase
exponencial crecidos en YPD de las cepas: (1) SC5314, (2) GCA1H® y (3) GCA1@®, fueron concentrados
a una D.O.gp0nm = 1, se hicieron diluciones decimales seriadas, toméandose 5 pl de cada dilucién y se

depositaron en medio sélido YPD, posteriormente se incubaron a 28°C, 72 horas.
111.C.7.4.2. Estudio de sensibilidad a choque osmotico.

Los mutantes afectados en la pared, con frecuencia tienen una mayor
sensibilidad a variaciones en la concentracion osmotica exterior, pudiendo quedar
seriamente dafiada la integridad celular. Para analizar el comportamiento de las cepas
mutantes frente al choque osmético, se depositaron 5 pl de cada dilucion decimal de las
cepas parental SC5314, GCA1H® y GCA1@° en medio hipertdnico YPD conteniendo
concentraciones de 0.8 My 1.2 M de NaCl; 0.1 M de LiCIl; y 0.3 M y 0.6 M de CaCl..
En ninguno de los tres casos se observaron diferencias, de manera que el

comportamiento de las distintas cepas no varié en medios hiperténicos (Figura 111.59).
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CaCl, 0.3 M CaCl, 0.6 M
10 N
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10 10! 102 103 10+ 10 10! 102 10° 10+
NaCl0.8 M NaCl1.2 M

10 10! 102 103 10* 10 10! 102 10° 10+

Figura 111.59. Sensibilidad a choque osmotico. Cultivos en fase exponencial crecidos en YPD de las
cepas: (1) SC5314, (2) GCA1H® y (3) GCA1@®, fueron concentrados a una D.Ogonm = 1, se hicieron
diluciones decimales seriadas, tomandose 5 pl de cada dilucion y se depositaron en medio solido YPD
que contenia concentraciones de 0.8 My 1.2 M de NaCl; 0.1 M de LiCl; y 0.3 M y 0.6 M de CaCls,.

111.C.7.4.3. Estudio del efecto del estrés oxidativo sobre el crecimiento.

Se estudié el efecto del estrés oxidativo exdgeno (H,0,) sobre las cepas
GCA1H® y GCA1@® respecto a la cepa parental SC5314, mediante el analisis de la
viabilidad celular en presencia de perdxido de hidrogeno. Los mutantes afectados en la
pared celular, con frecuencia, tienen una mayor sensibilidad a las situaciones de estrés,
para ello se prepararon placas de YPD conteniendo concentraciones de 6 y 8 mM de
H,0; en las que se sembraron 5 pl de las diluciones de cada una de las cepas. Las placas
fueron incubadas a 28°C y se estudidé la capacidad de crecimiento. Tampoco fue
apreciado ningun cambio fenotipico entre las colonias de las diferentes cepas
(Figura 111.60).
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CONTROL H,0, 6 mM H,0, 8 Mm

10 10! 102 103 10+ 10 10! 102 103 10+ 10 10! 102 103 104

Figura 111.60. Sensibilidad a estrés oxidativo. Cultivos en fase exponencial crecidos en YPD de las
cepas: (1) SC5314, (2) GCALH® y (3) GCA1@®, fueron concentrados a una D.O. gy nm = 1, Se hicieron
diluciones decimales seriadas, tomandose 5 pl de cada dilucién y se depositaron en medio sélido YPD
gue contenian 6 y 8 mM de H,0,.

111.C.7.5. Estudio de filamentacion en medio solido.

La forma, color, textura y disposicion de las colonias que presenta C. albicans se
puede considerar como el reflejo de la morfologia celular. Asi, el aspecto visual que
presentan las colonias de C. albicans en determinados medios ha sido considerado como
prueba macroscopica de la capacidad de sus células para llevar a cabo el cambio
morfogénico. Para estudiar el efecto de la interrupcion del gen GCAL en la transicion
dimorfica en medios solidos, se analizaron las colonias obtenidas tras 5 dias de
incubacidon a 37°C en distintos medios disefiados para el estudio de la filamentacion. Las
cepas que se utilizaron para los ensayos de filamentacién fueron la cepa parental
SC5314, y las cepas mutantes GCALH®y GCA1D°.

Las cepas se sembraron en diferentes medios de cultivo que inducen la
formacion de micelio, como es el medio Lee (Figura I11.61), Spider (Figura 111.62) y
YE-Pro (Figura 111.63).

SC5314 GCA1HS GCA1@°

Figura 111.61. Morfologia de

A colonias y de bordes de colonias en
medio de Lee de las cepas parental
Lee (SC5314), mutante heterocigotico
(GCA1H®) y mutante homocigético

B

(GCA1@®) . Las placas se incubaron
durante 5 dias a 37°C.

A Morfologia de las colonias.
B Morfologia de los bordes de las colonias.
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SC5314 GCA1H® GCA1Q°

A Morfologia de las colonias.
B Morfologia de los bordes de las colonias.

Figura 111.62. Morfologia de colonias y de bordes de colonias en medio de Spider de las cepas
parental (SC5314), mutante heterocigético (GCA1H®) y mutante homocigético (GCA1@®) . Las placas

se incubaron durante 5 dias a 37°C.

SC5314 GCA1H® GCA1Q°

A Morfologia de las colonias.
B Morfologia de los bordes de las colonias.

Figura 111.63. Morfologia de colonias y de bordes de colonias en medio de extracto de levadura y
prolina de las cepas parental (SC5314), ), mutante heterocigético (GCALH®) y mutante homocigético

(GCA1Z°) Las placas se incubaron durante 5 dias a 37°C.

En cualquiera de estos medios no se observaron diferencias significativas en
cuanto a la morfologia, el tamafio de las colonias y el grado o capacidad de
filamentacion de las cepas mutantes GCALH® y GCA1@® respecto a la cepa parental

SC5314.
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111.C.7.6. Ensayo enzimatico.

Debido a que la proteina Gcal presenta un papel importante en la degradacion
del almidon, en este experimento se valord el nivel de actividad glicidica de las cepas
mutantes heterocigdtica y homocigotica en comparacion con la cepa parental. Para ello
se incubaron las tres cepas en medio YPD y también en medio inductor (0.67 g/l YNB;
1% xilano), posteriormente fueron tomadas alicuotas de 2 ml de cada uno de los medios
y se resuspendieron en 750 pl de 0.1 M de tampon citrato fosfato a pH 5.0. Se
adicionaron 250 pl de sustrato (4-nitrofenil-B-D-glucopiranésido (pNPG)) y se
incubaron a 40°C durante 90 minutos. Finalmente, como consecuencia de la hidrolisis
del sustrato, el medio viré de incoloro a amarillo y fue medido a una absorbancia de
404 nm, observandose tanto en medio YPD como en medio inductor una disminucion
significativa de la actividad enzimatica de la cepa mutante homocigdtica en
comparacion con la cepa parental debido a la ausencia de la proteina Gcal necesaria

para la degradacion del sustrato (Figura 111.64).

1,2 7

0,8 -

0,6

D.O. 404nm

0,4

0,2

YPD Medio inductor

Figura 111.64. Determinacion de la actividad glicidica de las cepas SC5314 (color azul);
GCA1H? (color rojo) y GCA1@® (color verde).
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DISCUSION

En las ultimas décadas, diferentes especies de hongos oportunistas han
alcanzado una enorme relevancia clinica, como es el caso del género Candida, en
especial C. albicans. Se considera el patégeno oportunista mas prevalente en humanos y
causa varias formas de candidiasis: desde infecciones superficiales en la piel y mucosas
hasta enfermedades sistémicas que ponen en riesgo la vida, principalmente en pacientes
con el sistema inmune deprimido. C. albicans, se ha elegido como modelo de estudio
para poder identificar las proteinas constituyentes de su pared celular y poder entender
mejor las interacciones patdgeno-hospedador, asi como las condiciones que permiten
generar un cuadro infeccioso, fendmeno impedido bajo condiciones normales de

inmunidad.

En levaduras y hongos filamentosos, la rigidez de la pared celular no solo
protege a la célula de agresiones fisicas externas, sino que también le confiere
resistencia a la presion de turgencia del protoplasto y evita la lisis de la célula cuando
ocurren descensos en la osmolaridad del medio. Asi mismo, la pared celular actia como
barrera frente a sustancias potencialmente dafiinas del ambiente externo, impidiendo
que las proteinas periplasmicas sean secretadas al medio, proporcionando a su vez una
estructura estable donde las proteinas que conforman la arquitectura basica de la pared
pueden ser ancladas. De hecho, la pared celular sirve de soporte a las glicoproteinas
(receptores) que juegan un papel importante en las interacciones célula-célula,
ya sean de caracter sexual, infeccioso, inmunoldégico o inmunomodulador
(Calderone et al., 1991; Cassone et al., 1989; Chaffin et al., 1998).

Las glicoproteinas son componentes muy importantes de todas las células
eucariotas, éstas poseen una estructura basica comun, que consiste en una matriz
proteica a la cual se unen covalentemente cadenas de carbohidrato. Concretamente en
hongos, se denominan manoproteinas debido a que las cadenas de carbohidrato
contienen mayoritariamente unidades de manosa, aunque frecuentemente también

presentan pequefias cantidades de otros azucares y grupos fosfato (Ruiz-Herrera, 2012).

Las manoproteinas de la pared fangica participan en mdaltiples procesos
bioldgicos: (i) unién de macromoléculas, (ii) remodelacién de la pared celular durante el
crecimiento y morfogénesis, (iii) obtencién de nutrientes y (iv) adaptacién de la célula a
diferentes tipos de estrés, aunque para entender el papel de estas moléculas y completar

nuestro conocimiento de su funcion bioldgica, es importante su identificacion.
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Las uniones de estas proteinas a los polisacaridos estructurales de la pared
celular es conocida, pero poco se sabe acerca de otras proteinas intrinsecas y enzimas
que catalizan las uniones entre los distintos constituyentes, asi como, si se pueden llegar
a establecer otro tipo de ensamblaje entre manoproteinas conocidas actualmente. Las
proteinas intrinsecas de la pared celular (CWP) se clasifican en tres grupos principales:
GPI-CWP, ASL-CWP y RAE-CWP. Estas proteinas se caracterizan por presentar un
péptido sefial, sitios potenciales de O- y N-glicosilacion y frecuentemente pero no
siempre un motivo GPl o una serie de repeticiones internas, a diferencia de las
denominadas proteinas “atipicas” que carecen de estas caracteristicas, son retenidas en
la pared por una union no covalente y han sido previamente identificadas como

miembros de rutas metabdlicas que tienen lugar en el citoplasma celular.

IV. 1. IDENTIFICACION DE PROTEINAS.

En este trabajo se describe la identificacion de un grupo de proteinas en:
(i) material solubilizado de paredes celulares mediante B-ME (un agente reductor) y/o
NaOH a baja concentracidén previamente tratadas con detergentes (especificamente
SDS 2%) en condiciones exhaustivas a fin de eliminar componentes celulares extrafios a
la propia estructura, (ii) paredes celulares de mutantes que presentaban disrupcién de un
gen codificante de alguna proteina de pared y (iii) paredes de células sometidas a estrés
quimico y/o osmotico. En los tres casos no se observaron diferencias significativas,
aunque fue relevante la gran cantidad de proteinas GPI identificadas en comparacion a
las demas proteinas. Para realizar tal identificacion, se utilizd espectrometria de masas

(LC-MS), considerandose una técnica sensible y mas versatil que otras.

Dicha técnica, nos permitié identificar un total de cuarenta y una proteinas
diferentes que poseen péptido sefial en su forma inmadura, siendo la mayoria como se
ha citado en el parrafo anterior, alrededor de veintinueve, las que presentan un motivo
GPI. Se identificaron, ademas, proteinas de membrana y mas de trescientas proteinas
que carecen de péptido sefial y que son de origen intracelular. Si atendemos a la
clasificacion propuesta por Richard y Plaine (2007) sobre la funcion de las proteinas
GPIl en pared y lo extrapolamos a nuestros resultados con todas las proteinas
identificadas, podemos afirmar que el 29% de proteinas presentan funcién relacionada

con la biogénesis o remodelacion de la pared celular al igual que proteinas con
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diferentes actividades enzimaticas, seguida del 27% con funcién desconocida y
finalmente el 15% presentan un papel importante en la adhesion e interaccion. Los datos
nos sugieren la gran cantidad de manoproteinas que de manera directa en la biogénesis o
indirecta con actividades enzimaticas se encuentran implicadas en la organizacion y

estructura de la pared celular.

La mayoria de las proteinas no GPI identificadas en la pared son responsables de
funciones implicadas en su sintesis o remodelacion (glucanasas...), mientras que otras
carecen actualmente de funcion conocida como es el caso de Tosl. Las proteinas
identificadas desde el punto de vista de la arquitectura molecular de la pared celular se
pueden encontrar unidas por puentes disulfuro a proteinas GPI o a aquellas que son
liberadas de la pared mediante un tratamiento con &lcali suave. El resultado més
significativo fue la identificacion de proteinas GPI en material solubilizado con B-ME o
NaOH, porgue segun la informacidn conocida actualmente deberian encontrarse unidas
al B-1,3-glucano via B-1,6-glucano y liberarse exclusivamente mediante tratamiento con
HF-piridina (Kapteyn et al., 1994; Klis et al., 2001).

Proteinas como Pga38 y Pga54 entre otras, no habian sido previamente
identificadas con HF-piridina como agente solubilizante (Castillo et al., 2008). Por tanto
hemos de pensar en un mecanismo que controle el hecho de que proteinas GPI puedan
formar puentes disulfuro con otras manoproteinas, que a su vez pueden ser sensibles al
alcali, para poder explicar su presencia en material solubilizado por un agente reductor

como el B-ME o por un tratamiento alcalino suave.

A pesar de un tratamiento exhaustivo con dodecil sulfato sédico, un agente
detergente que elimina todo material no unido covalentemente a la pared celular y sus
componentes, fueron identificadas muchas proteinas de membrana en los experimentos.
Para comprender su significado, podriamos pensar en que estas proteinas membranales
pueden presentar un residuo externo que establezca uniones covalentes con proteinas de
la pared celular. Tal es el caso de la proteina Pmal, una proteina citoplasmatica con diez
dominios transmembranales que no presenta repeticiones internas pero tiene doce
residuos cisteina que podrian sugerir la formacién de puentes disulfuro con otras
proteinas de la pared celular y por tanto resistir el tratamiento con el agente detergente a

temperatura de 100°C.
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Segun los estudios realizados, la organizacion de las manoproteinas en
la pared celular es mucho méas compleja de lo que actualmente la conocemos
(Ruiz-Herrera et al., 2006; Kapteyn et al., 2000; Nather et al., 2008), sugiriendo un
modelo alternativo al propuesto actual de la organizacién molecular de la pared celular
de C. albicans y probablemente de otros hongos microscopicos. Hipotéticamente, los
resultados sugieren que las proteinas GPl ademas de poder estar ancladas en la
membrana plasmatica o establecer una union con el B-1,6-glucano podrian formar
puentes disulfuro con otras proteinas y estar unidas directamente al -1,3-glucano o

indirectamente mediante una proteina sensible al alcali.

IV.2. CARACTERIZACION DEL ANTIGENO RECONOCIDO POR
EL ANTICUERPO MONOCLONAL 3HS8.

Los anticuerpos tanto poli- como monoclonales han sido usados como una
alternativa en investigacion de la pared celular con el objetivo de obtener mas
informacién sobre su dindmica y arquitectura (Monteagudo et al., 1995;
Moukadiri et al., 1999). Con el objetivo de caracterizar moléculas de la pared celular de
C. albicans, nuestro grupo de investigacion obtuvo varios anticuerpos monoclonales
contra los componentes de la pared y uno de ellos fue denominado 3H8. Este anticuerpo
ha demostrado una alta especificidad y sensibilidad por la especie C. albicans y por ello
se utiliza en un kit de diagnéstico llamado Bichro-latex albicans desarrollado por
nuestro grupo de investigacion en colaboracion con la empresa Fomouze Diagnostics
(Asniéres, France) (Dromer et al., 1996; Freydiere et al., 1997; Quindos et al., 1997;
Robert et al., 1994).

El kit de identificacion se ha utilizado directamente sobre hemocultivos
permitiendo una rapida identificacion de fungemia por C. albicans (Laurent et al., 1996)
y sobre tejido celular mediante inmunofluorescencia permitiendo la diferenciacion de
C. albicans de especies de otros géneros como Aspergillus, Cryptococcus e Histoplasma
(Chandler et al., 1989; Kovacs et al., 1988) y de otras especies de Candida tales como
C. lusitaniae, C. parapsilosis, C. glabrata, C. krusei y C. tropicalis
(Marcilla et al., 1999; Jarvensivu et al., 2004).
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En el presente trabajo, se ha realizado la caracterizacion del antigeno reconocido
por el previamente aislado anticuerpo monoclonal 3H8 (Marcilla et al., 1999). Este
anticuerpo reconoce un antigeno especifico de C. albicans presente en la pared celular
tanto de levadura como micelio. El antigeno fue inicialmente descrito como parte de una
proteina de superficie celular liberado por P-1,3-glucanasas como la zimoliasa,
sugiriendo que esta directa o indirectamente unido al B-1,3-glucano. Ademas, el
antigeno también puede liberarse por tratamiento alcalino y agentes reductores. Los
resultados demuestran que no es una proteina GPI y se encuentra retenida a la pared
celular por dos tipos uniones: (i) puentes disulfuro y (ii) union sensible al alcali. Esta
proteina ademas de encontrarse en la pared también fue identificada en la fraccion mixta
de membranas. Se demostr6 también que fue secretado al medio de regeneracion
durante la sintesis de novo de la pared celular por protoplastos, alcanzando un maximo a

las tres horas.

De acuerdo a los resultados obtenidos, el antigeno demostré ser resistente a
numerosos factores. Temperaturas extremas de fusion (100°C) o de congelacion (-20°C)
no alteran la estructura del antigeno, al igual que agentes caotrépicos como SDS o la
utilizacion de persulfato de amonio en SDS-PAGE no provocan la pérdida de su
actividad antigénica. Sin embargo, dicha actividad si se ve afectada en presencia de

tripsina, comportandose de una forma extraordinariamente sensible a la enzima.

Mediante su comportamiento en SDS-PAGE vy por determinacion de su peso
molecular mediante filtracion molecular con sepharose CL-6B® se observé que
presentaba un peso teérico probablemente proximo a los 500 kDa, lo cual nos sugiere
gue es una proteina con una proporcion importante de cadenas azucaradas porque su
comportamiento en electroforesis no varia en presencia y ausencia de acido iodoacético.
De hecho, como sucede en la mayor parte de las proteinas de pared celular de hongos,
esta proteina se encuentra altamente N- y O-manosilada y los residuos glicosidicos son
parte del epitopo como demostrd el hecho de que la reactividad desapareciera después
de ser tratada con m-periodato, &cido trifluormetanosulfonico o mediante

desglicosilacion enzimatica con Endo H.

Respecto a su identificacion mediante espectrometria de masas, ha resultado
imposible todavia a pesar de haber utilizado varias técnicas de purificacion como por

ejemplo cromatografia de afinidad, debido a que el anticuerpo monoclonal 3H8
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aparentemente no se une covalentemente a las resinas utilizadas, sugiriendo que
por su gran tamafio y por impedimentos estéricos no pueda realizarse el
acoplamiento. Sin embargo, aunque no siendo completamente efectiva, se mejoré dicho

acoplamiento utilizando proteina A con una alta concentracion salina.

Por tanto, con el objetivo de poder explicar la importancia de la cadena
azucarada en la antigenicidad y una posible identificacion de la proteina se realizé un
estudio mediante dot-blot e inmunofluorescencia indirecta en mutantes con unas
determinadas caracteristicas: (i) mutantes deficientes en O-glicosilacién (Pmts),
(if) mutantes deficientes en N- y O-glicosilacién y (iii) mutantes que presentaban
disrupcion en genes que codificaban proteinas de pared; pero segun los resultados
obtenidos todos los mutantes fueron reconocidos por el anticuerpo monoclonal,

demostrando que en todos ellos el antigeno continuaba estando presente.

IV.3. ESTUDIO DE LA PROTEINA Gcal.

Gcal fue identificada en el extracto de B-ME de paredes celulares de la cepa
SC5314 y se caracteriza por ser una manoproteina de 190 kDa, implicada en el
metabolismo glucidico celular y cuyo gen codificante se expresa mas cuando las células
crecen en presencia de galactosa en vez de glucosa. De hecho, resultados obtenidos a
partir de northern-blot, confirmaron que la transcripcion de GCA1l es mayor en
presencia galactosa que de sacarosa o glucosa y mediante PCR se observo la expresion

de GCAL en candidiasis oral en modelo murino (Sturtevant et al., 1999).

En el presente trabajo, se realiz6 una busqueda de homologos de la secuencia
aminoacidica de Gcal en distintas bases de datos de diferentes especies, géeneros y
organismos utilizando el programa BLAST y FASTA (Altschul et al., 1997). Los
resultados del andlisis revelaron cuatro proteinas ortologas: la proteina Mya-3404 de
Candida tropicalis, la proteina Nrrl y-27907 de Spathaspora passalidarum, la proteina
a-glucosidasa de Debaryomyces occidentalis y la proteina a-glucosidasa de
Saccharomyces fibuligera. La homologia mas acusada al comparar las cinco proteinas
fue con la proteina Mya-3404 de Candida tropicalis y también mediante otro
alineamiento de la secuencia aminoacidica con la proteina Gca2 de Candida albicans,

se observo bastante homologia con ésta. De manera que el hecho de que el grado de
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homologia sea tan alto con otros organismos diferentes, sugiere que esta proteina no es
especifica del género Candida y concretamente en la especie albicans, las proteinas
Gcal y Gca2 son muy parecidas en la secuencia aminoacidica.

Gcal contiene 946 aminoécidos, 11 posibles sitios tedricos de N-glicosilaciéon y
9 sitios de O-glicosilacion; no presenta pseudorepeticiones internas en su secuencia
aminoacidica y presenta cinco cisteinas, responsables de su union a otras proteinas
mediante puentes disulfuro. Siendo las caracteristicas mencionadas anteriormente, de
interés apoyando la hipdtesis de que pudiera ser el antigeno reconocido por el

anticuerpo monoclonal 3H8.

Como consecuencia, para poder conocer si era el antigeno 3H8 y determinar la
importancia, asi como el papel de esta proteina dentro de la estructura celular, se
obtuvieron los mutantes correspondientes mediante el método descrito por Reuss y
colaboradores (2004), en la que se empled como cepa parental SC5314 de C. albicans
gque no poseia ninguna mutacion en su genoma que pudiese alterar los resultados
obtenidos. La obtencién del mutante homocigotico gcal demostrd la no esencialidad de

este gen.

No solo resultd el gen GCAL no esencial para la célula, sino que ademas los
posteriores analisis fenotipicos realizados en los mutantes obtenidos no mostraron
practicamente ninguna diferencia significativa en el comportamiento de los mutantes
GCAI1H® y GCA1@° comparandolo con la cepa silvestre SC5314. La ausencia de
susceptibilidad a agentes perturbadores de la pared fue esperado, debido a que
estabamos realizando la disrupcion de un gen codificante de una proteina implicada en

el metabolismo pero por sus caracteristicas bioquimicas se encuentra en la pared celular.

Para una mejor caracterizacion del efecto de la deleccion de GCAL en la
construccion de la pared celular se realizaron diferentes pruebas fenotipicas. Sin
embargo, no se observaron diferencias significativas de las cepas GCA1H® y GCA1@®
en presencia de zimoliasa, una sustancia que altera especificamente la integridad de la
pared celular al degradarla enzimaticamente, principalmente por su actividad
B-1,3-glucanasa (Bermejo et al., 2008) y tampoco se observaron cambios frente a SDS

y estrés térmico.
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Los resultados también nos demostraron que la disrupcion del gen no provoco
modificaciones en la composicién de la pared ya que las cepas GCALH® y GCA1@®
siguieron manteniendo la misma sensibilidad a las drogas que la cepa parental
(MacPherson et al., 2005). No obstante, recientemente se ha demostrado que en muchos
casos, la célula presenta una mayor resistencia a agentes perturbadores de la pared como
pueden ser la caspofungina o el blanco de calcofllor. Esto es debido a que la célula
compensa la ausencia de la proteina en su pared celular mediante el engrosamiento de la
misma, principalmente a través del aumento de la deposicion de quitina
(Plaine et al., 2008), hecho que nosotros no observamos en ninguno de los mutantes

obtenidos.

Para complementar la informacion que la delecion del gen no provocaba
cambios en la pared celular se decidié realizar estudios de miceliacién en medio sélido.
Segun los resultados de filamentacion en medios Lee, Spider y YE-Pro no se
encontraron diferencias en la morfologia de las colonias ni en el borde de las mismas en
comparacion con la cepa parental. De manera que, claramente Gcal demostraba de

nuevo, no tener una funcioén relacionada con la biogénesis o remodelacion de la pared.

Un experimento significativo fue la realizacion de un ensayo enzimatico en
presencia del sustrato pNPG con las cepas: parental, GCA1H® y GCAlZ®
observandose tanto en medio YPD como en medio de induccion una disminucion
importante de la actividad glicidica en la cepa homocigética en comparacion con la

parental.

Por tanto a la vista de todos los resultados, queda mucho trabajo por hacer en la
caracterizacion del epitopo reconocido por el anticuerpo monoclonal 3H8 y en el
conocimiento de la biogénesis y arquitectura de la pared celular, una estructura tan

importante en la biologia y patogenicidad de un hongo como es C. albicans.

192



V. CONCLUSIONES.






CONCLUSIONES

A partir del material solubilizado por distintos agentes quimicos, proveniente de
paredes aisladas de diferentes cepas mutantes de C. albicans y de la cepa
silvestre SC5314 sometida a distintos tipos de estreses ambientales, se han

identificado 41 proteinas propias de pared celular.

En el material solubilizado por agentes alcalinos y reductores se han identificado

proteinas de pared del tipo GPI como por ejemplo Als2 y Pga29.

La mayoria de proteinas identificadas no pertenecientes al grupo de las proteinas
GPI, fueron proteinas implicadas en la biosintesis y/o remodelacién de la pared

celular tales como Engl y Sun42.

Se han identificado méas de 300 proteinas “moonlighting” carentes de péptido

sefial y con una funcién implicitamente citoplasmatica.

El epitopo reconocido por el anticuerpo monoclonal 3H8 se encuentra retenido
en la pared formando parte de un complejo de alrededor de 500 kDa que es

solubilizado por condiciones alcalinas suaves y agentes reductores.

El epitopo 3H8 estd constituido por una fraccién glicidica y una fraccion
proteica. Es sensible a la tripsinizacion, crioresistente, termoresistente vy

resistente a agentes caotropicos.

La proteina Gcal es una proteina que posee todas las caracteristicas de una
proteina de secrecidn que ha sido identificada mediante espectrometria de masas

en la pared celular de C. albicans.

El gen GCA1 no es esencial, y su producto proteico ha sido identificado como
una glicosidasa sin un papel estructural aparente en la arquitectura de la pared

celular de C. albicans.

La proteina Gcal no contiene el epitopo 3H8.

195






VI. BIBLIOGRAFIA.






BIBLIOGRAFIA

Alani, E., Cao, L., Kleckner, N. 1987. A method for gene disruption that allows
repeated use of URAS3 selection in the construction of multiply disrupted yeast strains.
Genetics. 116: 541-545.

Alberti-Segui, C., Morales, A.J., Xing, H., Kessler, M.M., Willins, D.A., Weinstock,
K.G., Cottarel, G., Fechtel, K., Rogers, B. 2004. Identification of potential
cell-surface proteins in Candida albicans and investigation of the role of a putative

cell-surface glycosidase in adhesion and virulence. Yeast. 21: 285-302.

Alonso-Monge, R., Carvaihlo, S., Nombela, C., Rial, E., Pla, J. 2009. The Hogl
MAP kinase controls respiratory metabolism in the fungal pathogen Candida albicans.
Microbiology. 155: 413-423.

Alonso-Monge, R., Navarro-Garcia, F., Molero, G., Diez-Orejas, R., Gustin, M.,
Pla, J., Sanchez, M., Nombela, C. 1999. Role of the mitogen-activated protein kinase
Hoglp in morphogenesis and virulence of Candida albicans. J Bacteriol.
181: 3058-3068.

Alonso-Monge, R., Navarro-Garcia, F., Roméan, E., Negredo, A.l., Eisman, B.,
Nombela, C., PI4, J. 2003. The Hogl mitogen-activated protein kinase is essential in
the oxidative stress response and chlamydospore formation in Candida albicans.
Eukaryot Cell. 2: 351-361.

Alonso-Monge, R., Roman, E., Arana, D.M., Prieto, D., Urrialde, V., Nombela, C.,
Pla, J. 2010. The Skol protein represses the yeast-to-hypha transition and regulates the

oxidative stress response in Candida albicans. Fungal Genet Biol. 47: 587-601.

Alonso-Monge, R., Roméan, E., Nombela, C., Pl4, J. 2006. The MAP kinase signal
transduction network in Candida albicans. Microbiology. 152: 905-912.

Altschul, S.F., Madden, T.L., Schaffer, A.A., Zhang, J., Zhang, Z., Miller, W.,
Lipman, D.J. 1997. Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein
database search programs. Nucleic Acids Res. 25: 3389-3402.

Arana, D.M., Nombela, C., Alonso-Monge, R., Pla, J. 2005. The Pbs2 MAP kinase
kinase is essential for the oxidative-stress response in the fungal pathogen
Candida albicans. Microbiology. 151: 1033-1049.

199



BIBLIOGRAFIA

Arana, D.M., Prieto, D., Roman, E., Nombela, C., Alonso-Monge, R., PIa, J. 2009.
The role of the cell wall in fungal pathogenesis. Microbiol Biotechnol. 2: 308-320.

Arellano, M., Valdivieso, M.H., Calonge, T.M., Coll, P.M., Duran, A., Pérez, P.
1999. Schizosaccharomyces pombe protein kinase C homologues, pcklp and pck2p, are
targets of rholp and rho2p and differentially regulate cell integrity. J Cell Sci.
112: 3569-3578.

Asmundsdottir, L.R., Erlendsdottir, H., Haraldsson, G., Gus, H., Xu, J,
Gottfredsson, M. 2008. Molecular epidemiology of candidemia: evidence of clusters of

smoldering nosocomial infections. Clin Infect Dis. 47, e17-24

Bahnan, W., Koussa, J., Younes, S., Abi Rizk, M., Khalil, B., El Sitt, S., Hanna, S.,
El-Sibai, M., Khalaf, R.A. 2012. Deletion of the Candida albicans PIR32 results in
increased virulence, stress response, and upregulation of cell wall chitin deposition.
Mycopathologia. 174: 107-119.

Ballou, C.E. 1990. Isolation, characterization, and properties of Saccharomyces
cerevisiae mnn mutants with non-conditional protein glycosilation defects.
Methods Enzymol. 185: 440-470.

Bartie, K.L., Williams, D.W., Wilson, M.J., Potts, A.J., Lewis, M.A. 2001.
PCR fingerprinting of Candida albicans associated with chronic hyperplastic candidosis
and other oral conditions. J Clin Microbiol. 39: 4066-4075.

Bates, P.A., Kelley, L.A., MacCallum, R.M., Sternberg, M.J. 2001. Enhancement of
protein modeling by human intervention in applying the automatic programs
3D-JIGSAW and 3D-PBSM. Proteins. 5: 39-46.

Bates, S., MacCallum, D.M., Bertram, G., Munro, C.A., Hughes, H.B.,
Buurman, E.T., Brown, A.J.P., Odds, F.C., Gow, N.A.R. 2005a. Candida albicans
Pmrlp a secretory pathway P-type Ca**/Mn**-ATPase, is required for glycosylation and
virulence. J Biol Chem. 280: 23408-23415.

Bates, S., Hughes, H.B., Munro, C.A., Thomas, W.P.H., MacCallum, D.M.,
Bertram, G., Atrih, A., Ferguson, M.A.J., Brown, A.J.P., Odds, F.C., Gow, N.A.R.
2005b. Outer chain N-glycans are required for cell wall integrity and virulence of
Candida albicans. J Biol Chem. 281: 90-96.

200



BIBLIOGRAFIA

Bennett, R.J., Johnson, A.D. 2005. Mating in Candida albicans and the search for a
sexual cycle. Annu Rev Microbiol. 59: 233-255.

Berman, J., Sudbery, E. 2002. Candida albicans: a molecular revolution built on
lessons from budding yeast. Nature Genetics. 3: 918-930.

Bermejo, C., Rodriguez, E., Garcia, R., Rodriguez-Pefia, J.M., Rodriguez de la
Concepcioén, M.L., Rivas, C., Arias, P., Nombela, C., Posas, F., Arroyo, J. 2008. The
sequential activation of the yeast HOG and SLT2 pathways is required for cell survival
to cell wall stress. Mol Biol Cell. 19: 1113-1124.

Bernstein, H.J. 2000. Recent changes to RasMol, recombining the variants. Trends
Biochem Sci. 25: 453-455.

Biswas, S., Van Dijck, P., Datta, A. 2007. Environmental sensing and signal
transduction pathways regulating morphopathogenic determinants of Candida albicans.
Microbiol Mol Biol Rev. 71: 348-376.

Bliss, J.M, Basavegowda, K.P., Watson, W.J., Sheikh, A.U., Ryan, R.M. 2008.
Vertical and horizontal transmission of Candida albicans in very low birth weight

infants using DNA fingerprinting techniques. Pediatr Infect Dis J. 27: 231-235

Bockmuhl, D.P., Ernst, J.F. 2001. A potential phosphorylation site for an A-type
kinase in the Efgl regulator protein contributes to hyphal morphogenesis of
Candida albicans. Genetics. 157: 1523-1530

Bowman, S.M., Piwowar, A., Al Dabbous, M., Vierula, J., Free, S.J. 2006.
Mutational analysis of the glycosylphosphatidylinositol (GPI) anchor pathway
demonstrates that GPl-anchored proteins are required for cell wall biogenesis and

normal hyphal growth in Neurospora crassa. Eukaryot Cell. 5: 587-600.

Bradford, M.M. 1976. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Anal Biochem.
72: 248-254.

Braun, B.R., Johnson, A.D. 1997. Control of filament formation in Candida albicans

by the transcriptional repressor TUP1. Science. 277: 105-109.

201



BIBLIOGRAFIA

Braun, B.R., Johnson, A.D. 2000. TUP1, CPH1 and EFG1 make independent

contributions to filamentation in Candida albicans. Genetics. 155: 57-67.

Braun, B.R., Kadosh, D., Johnson, A.D. 2001. NRG1, a repressor of filamentous
growth in Candida albicans, is down-regulated during filament induction. EMBO J.
20: 4753-4761.

Brown, A.J., Bertram, G., Feldmann, P.J., Peggie, M.W., Swoboda, R.K. 1991.
Codon utilisation in the pathogenic yeast Candida albicans. Nucleic Acids Res.
19: 4298.

Brown, C.C., Baker, D.C., Barker, 1.K. 2007. Mycotic diseases of the gastrointestinal
tract. In: M.G. Maxie, Editor, Jubb, Kennedy, and Palmer's Pathology of Domestic
Animals, Elsevier, Philadelphia. 229-231.

Burnett, J.H. 1979. Aspects of the structure and growth of hyphas walls. In: Burnet, J.
H. Ad Trinci, A.P.J. (Eds) Fungal walls and hyphal growth Cambridge University Press,
Cambridge, 1-25.

Cabib, E., Kang, M.S. 1987. Fungal 1,3-B-glucan synthase. Methods Enzymol.
138: 637-642.

Calderon, J., Zavrel, M., Ragni, E., Fonzi, W.A., Rupp, S., Popolo, L. 2010. PHR1,
a pH-regulated gene of Candida albicans encoding a glucan-remodelling enzyme, is
required for adhesion and invasion. Microbiology. 156: 2484-2494.

Calderone, R.A., Braun, P.C. 1991. Adherence and receptor relationships of
Candida albicans. Microbiol Rev. 55: 1-20.

Calderone, R.A., Fonzi, W.A. 2001. Virulence factors of Candida albicans.
Trends Microbiol. 9: 325-337.

Cantero, P.D., Ernst, J.F. 2011. Damage to the glycoshield activates PMT-directed
O-mannosylation via the Msbh2-Cekl pathway in Candida albicans.
Mol Microbiol. 80: 715-725.

Caro, L., Tettelin, H., Vossen, J., Ram, A., Van den Ende, H., Klis, F. 1997. In silico
identification of glycosyl-phosphatidylinositol-anchored plasma-membrane and cell
wall proteins of Saccharomyces cerevisiae. Yeast. 13: 1477-1489.

202



BIBLIOGRAFIA

Cassone, A. 1989. Cell wall of Candida albicans: its functions and its impact on the
host. Curr Top Med Mycol. 3: 248-314.

Cassone, A. 2008. Fungal vaccines: real progress from real challenges.
Lancet Infect Dis. 8: 114-124.

Castillo, L., Calvo, E., Martinez, A.l., Ruiz-Herrera, J., Valentin, E., Lopez, J.A.,
Sentandreu, R. 2008. A study of the Candida albicans cell wall proteome. Proteomics.
8: 3871-3881.

Castillo, L., Martinez, A.l., Garcerd, A., Elorza, M.V., Valentin, E., Sentandreu, R.
2003. Functional analysis of the cysteine residues and the repetitive sequence of
Saccharomyces cerevisiae Pir4/Cis3: the repetitive sequence is needed for binding to
the cell wall B-1,3-glucan. Yeast. 20: 973-983.

Castillo, L., Martinez, A.l.,, Garcera, A., Garcia-Martinez, J., Ruiz-Herrera, J.,
Valentin, E., Sentandreu, R. 2006. Genomic response programs of Candida albicans

following protoplasting and regeneration. Fungal Genet Biol. 43: 124-134.

Chaffin, W.L. 2008. Candida albicans cell wall proteins. Microbiol Mol Biol Rev.
72: 495-544,

Chaffin, W.L., Lopez-Ribot, J.L., Casanova, M., Gozalbo, D., Martinez J.P. 1998.
Cell wall and secreted proteins of Candida albicans: identification, function and
expression. Microbiol Mol Biol Rev. 62: 130-80.

Chandler, F.W., Kaplan, W., Ajello, L. 1989. Histopathology of Mycotic Diseases, pp.
18-22, 42-46. London: Wolfe Medical Publications.

Chang, H.C., Leaw, S.N., Huang, A.H., Wu, T.L., Chang, T.C. 2001. Rapid
identification of yeasts in positive blood cultures by a multiplex PCR method.
J Clin Microbiol. 39: 3466-3471.

Chattaway, F.W., Holmes, M.R., Barlow, A.J.E. 1968. Cell wall composition of the
mycelial and blastospore forms of Candida albicans. J Gen Microbiol. 51: 367.

Cheetham, J., Smith, D.A., da Silva, D.A., Doris, K.S., Patterson, M.J., Bruce, C.R.,
Quinn, J. 2007. A single MAPKKK regulates the Hogl MAPK pathway in the
pathogenic fungus Candida albicans. Mol Biol Cell. 18: 4603-4614.

203



BIBLIOGRAFIA

Chen, C.G,, Yang., Y.L., Cheng, H.H., Su., C.L., Huang, S.F., Chen, C.T., Liu, Y.T.,
Su, 1.J., Lo, H.J. 2006. Non-lethal Candida albicans cphl/cphl efgl/efgl transcription
factor mutant establishing restricted zone of infection in a mouse model of systemic

infection. Int J Immunopathol Pharmacol. 19: 561-565.

Chen, J., Chen, J., Lane, S., Liu, H. 2002. A conserved mitogen-activated protein
kinase pathway is required for mating in Candida albicans. Mol Microbiol.
46: 1335-1344.

Chen, Y.C., Wu, C.C., Chung, W.L., Lee, F.J. 2002. Differential secretion of Sap4-6
proteins in Candida albicans during hyphae formation. Microbiology. 148: 3743-3754

Cleary, I.A., Lazzell, A.L., Monteagudo, C., Thomas, D.P., Saville, S.P. 2012. BRG1
and NRGL1 form a novel feedback circuit regulating Candida albicans hypha formation
and virulence. Mol Microbiol. 85: 557-573.

Coleman, D.A., Oh, S.H., Manfra-Maretta, S.L., Hoyer, L.L. 2012. A monoclonal
antibody specific for Candida albicans Als4 demonstrates overlapping localization of
Als family proteins on the fungal cell surface and highlights differences between Als
localization in vitro and in vivo. FEMS Immunol Med Microbiol. 64: 321-333.

Collina, A.R., Aumont, F., Deslauriers, N., Belhumeur, P., De Repentigny, L. 1996.
Evidence for degradation of gastrointestinal mucin by Candida albicans secretory

aspartyl proteinase. Infect Immun. 64: 4514-4519.

Colman-Lerner, A., Chin, T.E., Brent, R. 2001. Yeast Cbkl and Mob2 activate

daughter-specific genetic programs to induce asymmetric cell fates. Cell. 107: 739-750.

Cowan, K.J., Storey, K.B. 2003. Mitogen-activated protein kinases: new signaling
pathways functioning in cellular responses to environmental stress. J Exp Biol.
206: 1107-1115.

Crowe, J.D., Sievwright, 1.K., Auld, G.C., Moore, N.R., Gow, N.A., Booth, N.A.
2003. Candida albicans binds human plasminogen: identification of eight

plasminogen-binding proteins. Mol Microbiol. 47:1637-1651.

204



BIBLIOGRAFIA

Csank, C., Schroppel, K., Leberer, E., Harcus, D., Mohamed, O., Meloche, S.,
Thomas, D.Y., Whiteway, M. 1998. Roles of the Candida albicans mitogen-activated
protein kinase homolog, Ceklp, in hyphal development and systemic candidiasis.
Infect Immun. 66: 2713-2721.

Cutler, J. E., Deepe, G. S. Jr., Klein, B. S. 2007. Advances in conbating fungal

diseases: vaccines on the threshold. Nat Rev Microbiol. 5; 13-28.

Davis, D. 2003. Adaptation to environmental pH in Candida albicans and its relation to

pathogenesis. Curr Genet. 44: 1-7.

Davis, D., Wilson, R.B., Mitchell, A.P. 2000. RIM101-dependant and independent
pathway govern pH response in Candida albicans. Mol Biol Cell. 20: 971-978

De Groot, P.W., De Boer, A.D., Cunningham, J., Dekker, H.L., de Jong, L.,
Hellingwerf, K.J., De Koster, C., Klis, F.M. 2004. Proteomic analysis of
Candida albicans cell walls reveals covalently bound carbohidrate-active enzymes and
adhesins. Eukaryot Cell. 3: 955-965.

De Groot, P.W., Hellingwerf, K. J., Klis, F.M. 2003. Genome-wide identification of
funga GPI proteins. Yeast. 20: 781-796.

De Nobel, J.G., Klis, F.M., Priem, J., Munnik, T., Van den Ende, H. 1990. The
glucanase-soluble mannoproteins limit cell wall porosity in Saccharomyces cerevisiae.
Yeast. 6: 491-499.

Deepe, G.S. Jr. 1997. Prospects for the development of fungal vaccines.
Clin Microbiol. Rev 10: 585-596.

Delgado, M.L., O'Connor, J.E., Azorin, l., Renau-Piqueras, J., Gil, M.L.,
Gozalbo, D. 2001. The glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase polypeptides
encoded by the Saccharomyces cerevisiae TDH1, TDH2 and TDH3 genes are also cell

wall proteins. Microbiology. 147: 411-417.

205



BIBLIOGRAFIA

d'Enfert, C., Goyard, S., Rodriguez-Arnaveilhe, S., Frangeul, L., Jones, L., Tekaia,
F., Bader, D., Albrecht, A., Castillo, L., Dominguez, A., Ernst, J.F., Fradin, C,,
Gaillardin, C., Garcia-Sanchez, S., De Groot, P., Hube, B., Klis, F.M,
Krishnamurthy, S., Kunze, D., Lopez, M.C., Mavor, A., Martin, N., Moszer, 1.,
Onésime, D., Pérez Martin, J., Sentandreu, R., Valentin, E., Brown, A.J.P. 2005.
Candida DB: a genome database for Candida albicans pathogenomics.
Nucleic Acids Res. 33: D353-D357.

Diaz-Jiménez, D.F., Mora-Montes, H.M., Hernandez-Cervantes, A., Luna-Arias,
J.P., Gow, N.A., Flores-Carre6on, A. 2012. Biochemical characterization of
recombinant Candida albicans mannosyltransferases Mnt1, Mnt2 and Mnt5 reveals new

functions in O- and N-mannan biosynthesis. Biochem Biophys Res Commun. 419: 77-82.

Diez-Orejas, R., Molero, G., Navarro-Garcia, F., Pla, J., Nombela, C.,
Sanchez-Pérez, M. 1997. Reduced virulence of Candida albicans MKC1 mutants: a

role for a mitogen-activated protein kinase in pathogenesis. Infect Immun. 65: 833-837.

Doedt, T., Krishnamurthy, S., Bockmuhl, D.P., Tebarth, B., Stempel, C.,
Rusell, C.L., Brown, A.J., Ernst, J.F. 2004. APSES proteins regulate morphogenesis
and metabolism in Candida albicans. Mol Biol Cell. 15: 3167-3180.

Donlan, R.M. 2002. Biofilm microbial life on surfaces. Emerg Infect Dis. 8: 881-890

Donlan, R.M., Costerton, J.W. 2002. Biofilms: survival mechanisms of clinically

relevant microorganisms. Clin Microbiol Rev. 15: 167-193.

Douglas, L.J. 2003. Candida biofilms and their role in infection.
Trends Microbiol. 11: 30-36.

Drees, B.L., Sundin, B., Brazeau, B., Caviston, J.P., et al. 2001. A protein interaction

map for cell polarity in development. J Cell Biol. 159: 549-571.

Dromer, F., Ronin, O., Improvisi, L., Dupont, B. 1996. Utilite et limites du
Bichro-latex albicans pour l'identification rapide de Candida albicans. J Mycol Med.
6: 91-92.

206



BIBLIOGRAFIA

Du, C., Calderone, R., Richert, J., Li, D. 2005. Deletion of the SSK1 response
regulator gene in Candida albicans contributes to enhanced Kkilling by human
polymorphonuclear neutrophils. Infect Immun. 73: 865-871.

Dubois, M., Giles, K.A., Hamilton, J.K., Rebes, P.A., Smith, F. 1956. Colorimetric

method for determination of sugars and related substances. Anal Chem. 28: 350-356.

Dunkler, A., Walther, A., Specht, C.A., Wendland, J. 2005. Candida albicans CHT3
encondes the functional homolog of the Ctsl chitinase of Saccharomyces cerevisiae.
Fungal Genet Biol. 42: 935-947.

Ecker M., Deutzmann, R., Lehle, L., Mrsa, V., Tanner, W. 2006. Pir proteins of
Saccharomyces cerevisiae are attached to p-1,3-glucan by a new protein-carbohidrate
linkage. J Biol Chem. 281: 11523-11529.

Eckert, S.E., Heinz, W.J., Zakikhany, K., Thewes, S., Haynes, K., Hube, B.,
Muhlschlegel, F.A. 2007. PGA4, a GAS homologue from Candida albicans, is up-

regulated early in infection processes. Fungal Genet Biol. 44: 368-377.

Edge, A.S. 2003. Deglycosylation of glycoproteins with trifluoromethanesulphonic acid:

elucidation of molecular structure and function. Biochem J. 76: 339-350.

Edwards, J.E. Jr. 2012. Fungal cell wall vaccines: an update. J Med Microbiol.
61(Pt7): 895-903.

Edwards, S.R., Braley, R., Chaffin, W.L. 1999. Enolase is present in the cell wall of
Saccharomyces cerevisiae. FEMS Microbiol Lett. 177: 211-216.

Eisenhaber, B., Schneider, G., Wildpaner, M., Eisenhaber, F. 2004. A sensitive
predictor for potential GPI lipid modification sites in fungal protein sequences and its
application to genome-wide studies for Aspergillus nidulans, Candida albicans,
Neurospora crassa, Saccharomyces cerevisiae and Schizosaccharomyces pombe.
J Mol Biol. 337: 243-253.

Elorza, M.V., Marcilla, A., Sentandreu, R. 1988. Wall mannoproteins of the yeast
and mycelial cells of Candida albicans: nature of the glycosidic bounds and

polydisperity of their manann moieties. J Gen Microbiol. 131: 2209-2216.

207



BIBLIOGRAFIA

Elorza, M.V, Rico, H., Sentandreu, R. 1983. Calcofluor white alters the assembly of
chitin fibrils in Saccharomyces cerevisiae and Candida albicans cells. J Gen Microbiol.
129: 1577-1582.

Ernst, J.F., Prill, S.K. 2001. O-glycosylation. Med Mycol. 39:67-74.

Ernst, J.F., PIla, J. 2011. Signaling the glycoshield: maintenance of the
Candida albicans cell wall. Int J Med Microbiol. 301; 378-383.

Esteban, P.F., Rios, I., Garcia, R., Duefias, E., Pl4, J., Sanchez, M., Vazquez de
Aldana, C.R., del Rey, F. 2005. Characterization of the CaENG1 gene encoding an
endo-1,3-B-glucanase involved in cell separation in Candida albicans.
Current Microbiol. 51: 385-392.

Feldmesser, M. 2005. Prospects of vaccines for invasive aspergillosis. Med Mycol.
43: 571-587.

Felk, A., Kretschmar, M., Albrecht, A., Schaller, M., Beinhauer, S., Nichterlein, T.,
Sanglard, D., Korting, H.C., Schafer, W., Hube, B. 2002. Candida albicans hyphal
formation and the expression of the Efgl-regulated proteinases Sap4 to Sap6 are

required for the invasion of parechymal organs. Infect Immun. 70: 3689-3700.

Fidel, P.L. Jr., Cutler, J.E. 2011. Prospects for development of a vaccine to prevent

and control vaginal candidiasis. Curr Infect Dis Rep. 13: 102-107.

Firon, A., Aubert, S., lraqui, I., Guadagnini, S., Goyard, S., Prévost, M.C.,
Janbon, G., d'Enfert, C. 2007. The SUN41 and SUN42 genes are essential for cell
separation in Candida albicans. Mol Microbiol. 66: 1256-1275.

Fishman, J.A., Gonzélez, R.G., Branda, J.A. 2008. Case 11-2008: a 45-year old man
with changes in mental status after liver transplantation. N Engl J Med. 358: 1604-1613.

Fleet, G.H., Manners, D.J. 1976. Isolation and composition of an alkali-soluble glucan

from the cell wall of Saccharomyces cerevisiae. J Gen Microbiol. 94: 180-192.

Fleet, G.H., Manners, D.J. 1977. The enzymatic degradation of an alkali-soluble

glucan from the cell wall of Saccharomyces cerevisiae. J Gen Microbiol. 98: 315-327.

208



BIBLIOGRAFIA

Fonseca-Garcia, C. 2010. Analisis de los mecanismos de regulacion de diversas rutas
metabdlicas por medio de la via Pal/Rim en Ustilago maydis. (M.Sc.Thesis) Irapuato,
Mexico: Unidad Irapuato, Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados, IPN.

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

Fortun, J. 2011. Actualizacion en terapia antifingica: nuevos farmacos e indicaciones.
Enferm Infecc Microbiol Clin. 29: 38-44.

Fradin, C., De Groot, P., MacCallum, D., Schaller, M., Klis, F., Odds, F.C.,
Hube, B. 2005. Granulocytes govern the transcriptional response, morphology and

proliferation of Candida albicans in human blood. Mol Microbiol. 56: 397-415.

Freydiere, A.M., Buchaille, L., Guinet, R., Gille, Y. 1997. Evaluation of latex
reagents for rapid identification of Candida albicans and C. krusei colonies.
J Clin Microbiol. 35: 877-880.

Frohner, L.E., Bourgeois, C., Yatsyk, K., Majer, O., Kuchler, K. 2009.
Candida albicans cell surface superoxide dismutases degrade host-derived reactive

oxygen species to escape innate immune surveillance. Mol Microbiol. 71: 240-252.

Fu, Y., Ibrahim, A.S., Sheppard, D.C., Chen, Y.C., French, S\W., Cutler, J.E.,
Filler, S.G., Edwards, J.E. 2002. Candida albicans Alslp: an adhesin that is a
downstream effector of the EFG1 filamentation pathway. Mol Microbiol. 44: 61-72.

Fujimura, H., Sakuma, Y. 1993. Simplified isolation of chromosomal and plasmid
DNA from yeasts. Biotechniques. 14: 538-540.

Fujita, S.I., Senda, Y., Nakaguchi, S., Hashimoto, T. 2001. Multiplex PCR using
internal transcribed spacer 1 and 2 regions for rapid detection and identification of yeast
strains. J Clin Microbiol. 39: 3617-3622.

Garcera, A., Martinez, A.l., Castillo, L., Elorza, M.V., Sentandreu, R.,
Valentin, E. 2003. Identification and study of a Candida albicans protein homologous
to Saccharomyces cerevisiae Ssrlp, an internal cell-wall protein. Microbiology.
149: 2137-2145.

209



BIBLIOGRAFIA

Garcia, J.M. 2008. Biotipado molecular de hongos con interés clinico y su aplicacion

en el diagndstico y la epidemiologia. Tesis doctoral, Universidad de Valencia.

Gattiker, A., Gasteiger, E., Bairoch, A. 2002. SCANPROSITE: a reference
implementation of a PROSITE scanning tool. Appl Bioinform. 1: 107-108.

Gelis, S. 2009. Functional characterization of Pgal3 and Pga31, two Candida albicans

GPIl-anchored cell wall proteins. Tesis doctoral. Universidad de Valencia.

Gelis, S., De Groot, P.W., Castillo, L., Moragues, M.D., Sentandreu, R.,
Gomez, M.M., Valentin, E. 2012. Pgal3 in Candida albicans is localized in the cell
wall and influences cell surface properties, morphogenesis and virulence.
Fungal Genet Biol. 49: 322-331.

Ghannoum, M.A. 2000. Potential role of phospholipases in virulence and fungal
pathogenesis. Clin Microbiol Rev. 13: 122-143.

Gillum, A.M., Tsay, E.Y., Kirsch, D.R. 1984. Isolation of the Candida albicans gene
for orotidine-59-phosphate decarboxylase by complementation of S. cerevisiae ura3 and
E. coli pyrF mutations. Mol Gen Genet. 198: 179-182.

Girrbach, V., Zeller, T., Priesmeier, M., Strahl-Bolsinger, S. 2000.
Structure-function  analysis of the dolichyl phosphate-mannose:  protein
O-mannosyltransferase ScPmtlp. J Biol Chem. 275: 19288-19296.

Goto, M. 2004. Protein O-glycosylation in fungi: Diverse structures and multiple
functions. Biosci Biotechnol Biochem. 71: 1415-1427.

Gow, N.A., Hube, B. 2012. Importance of the Candida albicans cell wall during
commensalism and infection. Curr Opin Microbiol. 15: 406-412.

Gow, N.A., Robbins, P.W., Lester, J.W., Brown, A.J., Fonzi, W.A., Chapman, T.,
Kinsman, O.S. 1994. A hyphal-specific chitin synthase gene (CHS2) is not esential for
growth, dimorphism, or virulence of Candida albicans. Proc Natl Acad Sci. USA.
91: 6216-6220.

Granger, B.L., Flenniken, M.L., Davis, D.A., Mitchell, A.P., Cutler, J.E. 2005.
Yeast wall protein 1 of Candida albicans. Microbiology. 151: 1631-1644.

210



BIBLIOGRAFIA

Greene, C.E., Chandler, F.W. 2006. Candidiasis and rhodotorulosis. In: C.E. Greene,
Editor. Infectious Diseases of the Dog and Cat, Elsevier, St. Louis. 627-633.

Guan, B., Lei, J., Su, S., Chen, F., Duan, Z., Chen, Y., Gong, X, Li, H., Jin, J. 2012.
Absence of Yps7p, a putative glycosylphosphatidylinositol-linked aspartyl protease in
Pichia pastoris, results in aberrant cell wall composition and increased osmotic stress
resistance. FEMS Yeast Res. 12: 969-979.

Guo, W., Tamanoi, F., Novick, P. 2001. Spatial regulation of the exocyst complex by
Rhol GTPase. Nat Cell Biol. 3: 353-360.

Hachem, R., Hanna, H., Kontoyiannis, D., Jiang, Y., Raad, 1. 2008. The changing
epidemiology of invasive candidiasis: Candida glabrata and Candida krusei as the
leading causes of candidemia in hematologic malignancy. Cancer. 112: 2493-2499.

Hajjeh, R.A., Sofair, A.N., Harrison, L.H., Lyon, G.M., Arthington-Skaggs, B.A.,
Mirza, S.A., Phelan, M., Morgan, J., Lee-Yang, W., Ciblak, M.A., Benjamin, L.E.,
Sanza, L.T., Huie, S., Yeo, S.F., Brandt, M.E., Warnock, D.W. 2004. Incidence of
bloodstream infections due to Candida species and in vitro susceptibilities of isolates
collected from 1998 to 2000 in a population-based active surveillance program.
J Clin Microbiol. 42: 1519-1527.

Hamada, K., Fukuchi, S., Arisawa, M., Baba, M., Kitada, K. 1998. Screening for
glycosylphosphatidylinositol (GPI)-dependent cell wall proteins in

Saccharomyces cerevisiae. Mol Gen Genet. 258: 53-59.

Hanahan, D. 1985. Techniques for transformation of Escherichia coli. In: Glover D.M,

ed. DNA cloning: a practical approach. Oxford, IRL Press, 109-135.

Harrison, J.C., Zyla, T.R., Bardes, E.S., Lew, D.J. 2004. Stress-specific activation
mechanisms for the cell integrity MAPK pathway. J Biol Chem. 279: 2616-2622.

Hawkes, R. 1982. Identification of concanavalin A-binding proteins after sodium
dodecyl sulfate-gel electrophoresis and protein blotting. Anal Biochem. 123: 143-146.

Henrissat, B., Davies, G. 1997. Structural and sequence-based classification of

glycoside hydrolases. Current Opin Struct Biol. 7: 637-644.

211



BIBLIOGRAFIA

Herrero de Dios, C., Roman, E., Diez, C., Alonso-Monge, R., Pla, J. 2013. The
transmembrane protein Opy2 mediates activation of the Cekl MAP kinase in
Candida albicans. Fungal Genet Biol. 50: 21-32.

Herrero, A.B., Magnelli, P., Mansour, M.K., Levitz, S.M., Bussey, H.,
Abeijon, C. 2004. KRE5 gene null mutant strains of Candida albicans are avirulent and
have altered cell wall composition and hypha formation properties. Eukaryot Cell.
3: 1423-1432

Herrero, A.B., Uccelletti, D., Hirschberg, C.B., Dominguez, A., Abeijon, C. 2002.
The Golgi GDPase of the fungal pathogen Candida albicans affects morphogenesis,
glycosylation, and cell wall properties. Eukaryot Cell. 1: 420-431.

Hobson, R.P., Munro, C.A., Bates, S., MacCallum, D.M., Cutler, J.E., Heinsbroek,
S.E.M., Brown, G.D., Odds, F.C., Gow, N.AR. 2004. Loss of cell wall
mannosylphosphate in Candida albicans does not influence macrophage recognition.
J Biol Chem. 279: 39628-39635.

Hong, Y., Ohishi, K., Kang, J.Y., Tanaka, S., Inoue, N., Nishimura, J., Maeda, Y.,
Kinoshita, T. 2003. Human PIG-U and yeast Cdc91p are the fifth subunit of GPI
transamidase that attaches GPI-anchors to proteins. Mol Biol Cell. 14: 1780-1789.

Hope, W.W., Billaud, E.M., Lestner, J., Denning, D.W. 2008. Therapeutic
monitoring for triazoles. Curr Opin Infect Dis. 21: 580-586.

Horn, D.L., Fishman, J.A., Steinbach, W.J., Anaissie, E.J., Marr, K.A., Olyaei, A.J.,
Pfaller, M.A., Weiss, M.A., Webster, K.M., Neofytos., D. 2007. Presentation of the
PATH Alliance registry for prospective data, collection and analysis of the
epidemiology, therapy and outcomes of invasive fungal infections.
Diagn Microbiol Infect Dis. 59: 407-414.

Horn, D.L., Neofytos, D., Anaissie, E.J., Fishman, J.A., Steinbach, W.J., Olyaei,
AJ., Marr, KA. Pfaller, M.A., Chang, C.H.,, Webster, K.M. 2009.
Clinical characteristics of 2,019 patients with candidemia: data from the PATH Alliance
Registry. Clin Infect Dis. 48: 1695-1703.

212



BIBLIOGRAFIA

Hornbach, A., Heyken, A., Schild, L., Hube, B., Loffler, J., Kurzai, O. 2009. The
glycosylphosphatidylinositol-anchored protease Sap9 modulates the interaction of
Candida albicans with human neutrophils. Infect Immun. 77: 5216-5224.

Hoyer, L.L. 2001. The ALS gene family of Candida albicans. Trends Microbiol.
9: 176-180.

Hoyer, L.L., Green, C.B., Oh, S.H., Zhao, X. 2008. Discovering the secrets of the
Candida albicans agglutinin-like sequence (ALS) gene family-a sticky pursuit.
Med Mycol. 46: 1-15.

Hoyer, L.L., Hecht, J.E. 2000. The ALS6 and ALS7 genes of Candida albicans. Yeast.
16: 847-855.

Hull, C.M., Raisner, R.M., Johnson, A.D. 1999. Evidence for mating of the "asexual"

yeast Candida albicans in a mammalian host. Science. 289: 307-310.

Ibrahim, A.S., Mirbod, F., Filler, S.G., Banno, Y., Cole, G.T., Kitajima, Y.,
Edwards, J.E. Jr, Nozawa, Y., Ghannoum, M.A. 1995. Evidence implicating

phospholipase as a virulence factor of Candida albicans. Infect Immun. 63: 1993-1998.

Ishibashi, K., Yoshida, M., Nakabayashi, 1., Shinohara, H., Miura, N.N.,
Adachi, Y., Ohno, N. 2005. Role of anti-B-glucan antibody in host defense against
fungi. FEMS Immunol Med Microbiol. 44: 99-1009.

Ishii, N., Yamamoto, M., Yoshihara, F., Arisawa, M., Aoki, Y. 1997. Biochemical
and genetic characterization of Rbflp, a putative transcription factor of
Candida albicans. Microbiology. 143: 429-435.

Ito, J.I., Lyons, J.M., Diaz-Arevalo, D., Hong, T.B., Kalkum, M. 2009. Vaccine
progress. Med Mycol 47 (Suppl. 1), S394-S400.

Jarvensivu, A., Hietanen, J., Rautemaa, R., Sorsa, T., Richardson, M. 2004.
Candida yeast in chronic periodontitis tissues and subgingival microbial biofilms in
vivo. Oral Dis. 10: 106-112.

Kamada, Y., Qadota, H., Python, C.P., Anraku, Y., Ohya, Y., Levin, D.E. 1996.
Activation of yeast protein kinase C by Rhol GTPase. J Biol Chem. 271: 9193-9196.

213



BIBLIOGRAFIA

Kamai, Y., Kubota, M., Kamai, Y., Hosokawa, T., Fukuoka, T., Filler, S.G. 2002.
Contribution of Candida albicans ALS1 to the pathogenesis of experimental

oropharyngeal candidiasis. Infect Immun. 70: 5256-5258.

Kapteyn, J.C., Hoyer, L.L., Hecht, J.E., Muller, W.H., Andel, A., Verjleij, AJ.,
Makarow, M., Van den Ende, H., Klis, F.M. 2000. The cell wall architecture of
Candida albicans wild-type cells and cell wall defective mutants. Mol Microbiol.
35: 601-611.

Kapteyn, J.C., Montijn, R.C., Dijkgraaf, G.J., Klis, F.M. 1994. Identification of
B-1,6-glucosylated cell wall proteins in yeast and hyphal forms of Candida albicans.
Eur J Cell Biol. 65: 402-407.

Kashiwabara, S., Azuma, S., Tsuduki, M., Suzuki, Y. 2000. The primary structure of
the subunit in Bacillus thermoamyloliquefaciens KP1071 molecular weight 540,000
homohexameric a-glucosidase Il belonging to the glycosyl hidrolase family 31.
Biosci Biotechnol Biochem. 64: 1379-1393.

Kelley, L.A., Sternberg, M.J.E. 2009. Protein structure prediction on the web: a case
study using the Phyre server. Nature Protocols. 4: 363-371.

Klis, F.M., De Groot, P., Hellingwerf, K. 2001. Molecular organization of the cell
wall of Candida albicans. Med Mycol. 39: 1-8.

Klis, F.M., Mol, P., Hellingwerf, K., Brul, S. 2002. Dynamics of cell wall structure in
Saccharomyces cerevisiae. FEMS Microbiol Rev. 26: 239-256.

Klotz, S.A., Gaur, N.K., Lake, D.F., Chan, V., Rauceo, J. Lipke, P.N. 2004.
Degenerate peptide recognition by Candida albicans adhesins Als5p and Alslp.
Infect Immun. 72: 2029-2034.

Kollar, R., Petrakova, E., Ashwell, G., Robbins, P.W., Cabib, E. 1995. Architecture
of the yeast cell wall: the linkage between chitin and ((1,3)-glucan. J Biol Chem.
270: 1170-1178.

Kondoh, O., Tachibana, Y., Ohya, Y., Arisawa, M., Watanabe, T. 1997. Cloning of
the RHO1 gene from Candida albicans and its regulation of -1,3-glucan synthesis.
J Bacteriol. 179: 7734-7741.

214



BIBLIOGRAFIA

Kopecka, M., Gabriel, M. 1992. The influence of congo red on the cell wall and
(1,3)-beta-D-glucan ~ microfibril ~ biogenesis in  Saccharomyces  cerevisiae.
Arch Microbiol. 158: 115-126.

Kopecka, M., Phaff, H.J., Fleet, G.H. 1974. Demonstration of a fibrilar component in
the wall of the yeast Saccharomyces cerevisiae and its chemical structure.
J Cell Biol. 62: 66-76

Korting, H.C., Hube, B., Oberbauer, S., Januschke, E., Hamm, G., Albrecht, A.,
Borelli, C. 2003. Reduced expression of the hyphal-independent Candida albicans
proteinase genes SAP1 and SAP3 in the efg mutant is associated with attenuated
virulence during infection of oral epithelium. J Med Microbiol. 52: 623-632.

Kovacs, J.A., Ng, V.L., Masur, H., et al. 1988. Diagnosis of Pneumocystis carinii
pneumonia: improved detection in sputum with use of monoclonal antibodies.
N Engl J Med. 318: 589-593.

Krissinel, E., Henrick, K. 2004. Secondary-structure matching (SSM), a new tool for
fast protein structure alignment in three dimensions. Acta Cryst. 60: 2256-2268.

Kumamoto, C.A. 2002. Candida biofilms. Curr Opin Microbiol. 5: 608-611.

Kumamoto, C.A. 2005. A contact-activated kinase signals Candida albicans invasive
growth and biofilm development. Proc Natl Acad Sci. USA. 102: 5576-5581.

Kumar, M.J., Jamaluddin, M.S., Natarajan, K., Kaur, D., Datta, A. 2000. The
inducible N-acetylglucosamine catabolic pathway gene cluster in Candida albicans:
discrete N-acetylglucosamine-inducible factors interact at the promoter of NAGI.
Proc Natl Acad Sci. USA. 97: 14218-14223.

Laemmli, U.K. 1970. Structural proteins during the head assembly of the head of
bacteriophage T4. Nature. 227: 680-685.

Laforet, L., Moreno, l., Sdnchez-Fresneda, R., Martinez-Esparza, M., Martinez,
J.P., Arguelles, J.C., De Groot, P.W., Valentin, E. 2011. Pga26 mediates
filamentation and biofilm formation and is required for virulence in Candida albicans.
FEMS Yeast Res. 11: 389-397.

215



BIBLIOGRAFIA

Lan, C.Y., Newport, G., Murillo, L.A., Jones, T., Scherer, S., Davis, RW.,
Agabian, N. 2002. Metabolic specialization associated with phenotypic switching in
Candida albicans. Proc Natl Acad Sci. USA. 99: 14907-14912.

Laurent, F., Cahen, P., Honderlick, P. 1996. Utilisation du réactif Bichro-latex
albicans pour I'identification rapide de Candida albicans dans les flacons d'hémoculture:

résultats préliminaires. J Mycol Med. 6: 19-21.

Lee, B.N., Elion, E.A. 1999. The MAPKKK Stell regulates vegetative growth through
a kinase cascade of shared signalling components. Proc Natl Acad Sci. USA.
102: 5576-5581.

Lee, K.L., Buckley, H.R., Campbell, C. 1975. An aminoacid liquid synthetic medium
for the development of the mycelial and yeast forms of Candida albicans. Sabouradia.
13: 148-153.

Lengeler, K.B., Davidson, R.C., D'souza, C., Harashima, T., Shen, W.C., Wang, P.,
Pan, X., Wangh, M., Heitman, J. 2000. Signal transduction cascades regulating fungal
development and virulence. Microbiol Mol Biol Rev. 64: 746-785.

Leroy, O., Gangneux, J.P., Montravers, P., Mira, J.P., Gouin, F., Sollet, J.P.,
Carlet, J., Reynes, J., Rosenheim, M., Regnier, B., Lortholary, O.; AmarCand Study
Group. 2009. Epidemiology, management, and risk factors for death of invasive
Candida infections in critical care: a multicenter, prospective, observational study in
France. 2005-2006. Crit Care Med. 37: 1612-1618.

Levin, D.E. 2005. Cell wall integrity signaling in Saccharomyces cerevisiae.
Microbiol Mol Biol Rev. 69: 262-291.

Li, F., Palecek, S.P. 2003. EAP1, a Candida albicans gene involved in binding human
epithelial cells. Eukaryot Cell. 2: 1266-1273.

Li, F., Svarovsky, M.J., Karlsson, A.J., Wagner, J.P., Marchillo, K., Oshel, P.,
Andes, D., Palecek., S.P. 2007. Eaplp, an adhesin that mediates Candida albicans

biofilm formation in vitro and in vivo. Eukaryot Cell. 6:931-939.

Liu, H., Kohler, J., Fink, G.R. 1994. Suppression of hyphal formation in
Candida albicans by mutation of a STE12 homolog. Science. 266: 1723-1726.

216



BIBLIOGRAFIA

Liu, Y., Filler, S.G. 2011. Candida albicans Als3, a multifunctional adhesin and
invasin. Eukaryot Cell. 10: 168-173.

Lloyd, A.T., Sharp, P.M. 1992. Evolution of codon usage patterns: the extent and
nature of divergence between Candida albicans and Saccharomyces cerevisiae.
Nucleic Acids Res. 20: 5289-5295.

Lo, H.J., Kbhler, J.R., DiDomenico, B., Loebenberg, D., Cacciapuoti, A., Fink, G.R.

1997. Nonfilamentous C. albicans mutants are avirulent. Cell. 90: 939-949.

Lockhart, S.R., Zhao, R., Daniels, K.J., Soll, D.R. 2003. Alpha-pheromone-induced
"shmooing™ and gene regulation require white-opaque switching during Candida
albicans mating. Eukaryot Cell. 2: 847-855.

Lopez-Ribot, J.L., Chaffin, W.L. 1996. Members of the Hsp70 family of proteins in
the cell wall of Saccharomyces cerevisiae. J Bacteriol. 178: 4724-4726.

Lovering, A.L., Lee, S.S., Kim, Y-W., Withers, S.G., Strynadka, N.C.J. 2004.
Mechanistic and structural analysis of a family 31 a-glycosidase and its
glycosyl-enzyme intermediate. J Biol Chem. 280: 2105-2115.

Lussier, M., Sdicu, A.M., Bussey, H. 1999. The KTR and MNN1 mannosyltransferase
families of Saccharomyces cerevisiae. Biochim Biophys Acta. 1426: 323-334.

Ma, L.J., Ashraf, S., Ibrahim, A.S. et al. 2009. Genomic analysis of the basal lineage
fungus Rhizopus oryzae reveals a whole-genome duplication. PLoS Genetics
5e: 1000549.

MacPherson, S., Akache, B., Weber, S., De Deken, X., Raymond, M., Turcotte, B.
2005. Candida albicans zinc cluster protein Upc2p confers resistance to antifungal
drugs and is an activator of ergosterol biosynthetic genes. Antimicrob Agents
Chemother. 49: 1745-1752.

Magee, B.B., Legrand, M., Alarco, A.M., Raymond, M. y Magee, P.T. 2002.
Many of the genes required for mating in Saccharomyces cerevisiae are also required
for mating in Candida albicans. Mol Microbiol. 46: 1345-1351.

Magee, P.T., Magee, B.B. 2004. Through a glass opaquely: the biological significance
of mating in Candida albicans. Curr Opin Microbiol. 7: 661-665.

217



BIBLIOGRAFIA

Manners, D.J., Masson, A.J., Patterson, J.C. 1973. The structure of a
B-(1—3)-D-glucan from yeast cell walls. Biochem J. 135: 19-30.

Mao, X., Liu, Y., Wang, H., Cao, F., Chen, J. 2008. Antagonistic interplay of Swil
and Tupl on filamentous growth of Candida albicans. FEMS Microbiol Lett.
285: 233-241.

Marcilla, A., Elorza, M.V., Mormeneo, S., Rico, H., Sentandreu, R. 1991.
Candida albicans mycelial wall structure: supramolecular complexes released by

zymoliase, chitinase and B-mercaptoethanol. Arch Microbiol. 155: 312-319.

Marcilla, A., Monteagudo, C., Mormeneo, S., Sentandreu, R. 1999. Monoclonal

antibody 3H8: a useful tool in the diagnosis of candidiasis. Microbiology. 145: 695-701.

Martin, G.S., Mannino, D.M., Eaton, S., Moss, M. 2003. The epidemiology of sepsis
in the United States from 1979 through 2000. N Engl J Med. 348: 1546-54.

Martinez, A.l., Castillo, L., Garcerd, A., Elorza, M.V., Valentin, E., Sentandreu, R.
2004. Role of Pirl in the construction of the Candida albicans cell wall. Microbiology.
150: 3151-3161.

Martinez-Lopez, R., Park, H., Myers, C.L., Gil, C., Filler, S.G. 2006.
Candida albicans Ecm33 is important for normal cell wall architecture and interactions
with host cells. Eukaryot Cell. 5: 140-147.

McLellan, C.A., Whitesell, L., King, O.D., Lancaster, A.K., Mazitschek, R.,
Lindquist, S. 2012. Inhibiting GPI anchor biosynthesis in fungi stresses the
endoplasmic reticulum and enhaces immunogenicity. ACS Chem Biol. 7: 15201528.

McNeil, M., Nash, S., Hajjeh, R., Phelan, M., Conn, L., Plikaytis, B., Warnock, D.
2001. Trends in mortality due to invasive mycotic diseases in the United States.
Clin Infect Dis. 33: 641-647.

Mean, M., Marchetti, O., Calandra, T. 2008. Bench-to-bedside review: Candida
infections in the intensive care unit. Crit Care. 12: 204-212.

Millette, C.F., Scott, B.K. 1984. Identification of spermatogenic cell plasma membrane
glycoproteins by two-dimensional electrophoresis and lectin blotting. J Cell Sci.
65: 233-248.

218



BIBLIOGRAFIA

Mio, T., Yabe, T., Sudoh, M., Satoh, Y., Nakajima, T., Arisawa, M.,
Yamada-Okabe, H. 1996. Role of three chitin synthase genes in the growth of
Candida albicans. J Bacteriol. 178: 2416-2419.

Mio, T., Yamada-Okabe, T., Yabe, T. Nakajima, T. Arisawa, M.,
Yamada-Okabe, H. 1997. Isolation of the Candida albicans homologs of
Saccharomyces cerevisiae KRE6 and SKN1: expression and physiological function.
J Bacteriol. 179: 2363-2372.

Mitrovich, Q.M., Tuch, B.B., Guthrie, C., Johnson, A.D. 2007. Computational and
experimental approaches double the number of known introns in the pathogenic yeast
Candida albicans. Genome Res. 17: 492-502.

Mol, P.C., Park, H.M., Mullins, J.T., Cabib, E. 1994. A GTP binding protein
regulates the activity of (1-3)-B-glucan synthase, and enzyme directly involved in yeast
cell wall morphogenesis. J Biol Chem. 269: 31267-31274.

Molina, M., Gil, C., PI4, J., Arroyo, J., Nombela, C. 2000. Protein localisation
approaches for undestanding yeast cell wall biogenesis. Microsc Res Tech. 51: 601-612.

Monteagudo, C., Marcilla, A., Mormeneo, S., Llombart-Bosch, A., Sentandreu, R.
1995. Specific immunohistochemical identification of Candida albicans in
paraffin-embedded tissue with a new monoclonal antibody (1B12). Am J Clin Pathol.
103: 130-135.

Mora-Montes, H.M., Bader, O., Lopez-Romero, E., Zinker, S., Ponce-Noyola, P.,
Hube, B., Gow, N.A., Flores-Carreén, A. 2008. Kex2 protease converts the
endoplasmic reticulum alphal,2-mannosidase of Candida albicans into a soluble
cytosolic form. Microbiology. 154: 3782-3794.

Mora-Montes, H.M., Ponce-Noyola, P., Villagémez-Castro, J.C., Gow, N.A,,
Flores-Carredn, A., Lopez-Romero, E. 2009. Protein glycosylation in Candida.
Future Microbiol. 4: 1167-1183.

Moreno-Ruiz, E., Ortu, G., De Groot, P.W.J., Cottier, F., Loussert, C., Prévost,
M.C., De Koster, C., Klis, F.M., Goyard, S., d’'Enfert, C. 2009. The GPI-modified
proteins Pga59 and Pga62 of Candida albicans are required for cell wall integrity.
Microbiology. 155: 2004-2020.

219



BIBLIOGRAFIA

Moukadiri, 1., Jaafar, L., Zueco, J. 1999. Identification of two mannoproteins
released from cell walls of a Saccharomyces cerevisiae mnnl mnn9 double mutant by
reducing agents. J Bacteriol. 181: 4741-4745.

Moukadiri, 1., Zueco, J. 2001. Evidence for the attachment of Hsp150/Pir2 to the cell
wall of Saccharomyces cerevisiae through disulfide bridges. FEMS Yeast Res.
1: 241-245.

Mrsa, V., Seidl, T., Gentzsch, M., Tanner, W. 1997. Specific labelling of cell wall
proteins by biotinylation. Identification of four covalently linked O-mannosilated

proteins of Saccharomyces cerevisiae. Yeast. 13: 1145-1154.

Mukherjee, P.K., Seshan, K.R., Leidich, S.D., Chandra, J., Cole, G.T.,
Ghannoum, M.A. 2001. Reintroduction of the PLB1 gene into Candida albicans

restores virulence in vivo. Microbiology. 147: 2585-2597.

Munro, C.A,, Bates, S., Buurman, E.T., Hughes, B., MacCallum, D.M., Bertram,
G., Atrih, A., Ferguson, M.A.J., Bain, J.M., Brand, A., Hamilton, S., Westwater, C.,
Thomson, L.M., Brown, A.J.P., Odds, F., Gow, N.A.R. 2005. Mntlp and Mnt2p of
Candida albicans are partially redundant o-1,2-mannosyltransferases that participate in
O-linked mannosylation and are required for adhesion and virulence. J Biol Chem.
280: 1051-1060.

Munro, C.A., Gow, N.A. 2001. Chitin synthesis in human pathogenic fungi.
Med Mycol. 39: 41-53.

Munro, C.A., Selvaggini, S., De Brujin, I., Walker, L., Lenardon, M.D., Gerssen, B.,
Milne, S., Brown, A.J.P., Gow, N.A.R. 2007. The PKC, HOG and Ca*** signalling
pathways co-ordinately regulate chitin synthesis in Candida albicans. Mol Microbiol.
63: 1399-1413.

Munro, C.A., Whitton, R.K., Hughes, H.B., Rella, M., Selvaggini, S., Gow, N.A.
2003. CHS8-a fourth chitin synthase gene of Candida albicans contributes to in vitro

chitin synthase activity, but is dispensable for growth. Fungal Genet Biol. 40: 146-158.

220



BIBLIOGRAFIA

Munro, C.A., Winter, K., Buchan, A., Henry, K., Becker, J.M., Brown, A.J.,
Bulawa, C.E., Gow, N.A. 2001. Chsl of Candida albicans is an essential chitin
synthase required for synthesis of the septum and for cell integrity. Mol Microbiol.
39: 1414-1426.

Murgui, A., Elorza, M.V., Sentandreu, R. 1985. Tunicamycin and papulacandin B
inhibit incorporation of specific mannoproteins into the wall of Candida albicans

regenerating protoplast. Biochem Biophys Acta. 884: 552-558.

Naglik, J.R., Challacombe, S.J., Hube, B. 2003. Candida albicans secreted aspartyl

proteinases in virulence and pathogenesis. Microbiol Mol Biol Rev. 67: 400-428.

Nakai, K., Horton, P. 1999. PSORT: a program for detecting sorting signals in proteins
and predicting their subcellular localization. Trends Biochem Sci. 24: 34-36.

Naseem, S., Gunasekera, A., Araya, E., Konopka, J. 2011. N-Acetylglucosamine
(GIcNACc) induction of hyphal morphogenesis and transcriptional responses in
Candida albicans are not dependent on its metabolism. J Biol Chem. 286: 28671-28680.

Nather, K., Munro, C.A. 2008. Generating cell surface diversity in Candida albicans
and other fungal pathogens. FEMS Microbiol Lett. 285: 137-145.

Navarro-Garcia, F., Alonso-Monge, R., Rico, H., Pla, J., Sentandreu, R.,
Nombela, C. 1998. A role for the MAP kinase gene MKC1 in cell wall construction and
morphological transitions in Candida albicans. Microbiology. 144: 411-424.

Navarro-Garcia, F., Eisman, B., Fiuza, S.M., Nombela, C., PI4, J. 2005. The MAP
kinase Mkclp is activated under different stress conditions in Candida albicans.
Microbiol. 151: 2737-2749.

Navarro-Garcia, F., Sanchez, M., Pla, J., Nombela, C. 1995. Functional
characterization of the MKC1 gene of Candida albicans, which encodes a
mitogen-activated protein kinase homolog related to cell integrity. Mol Biol Cell.
15: 2197-2206.

Nie, X., Liu, X., Wang, H., Chen, J. 2010. Deletion of EFG1 promotes
Candida albicans opaque formation responding to pH via Riml101.
Acta Biochim Biophys Sin. 42: 735-744.

221



BIBLIOGRAFIA

Nielsen, H., Engelbrecht, J., Brunak, S., von Heijne, G. 1997. A neural network
method for identification of prokaryotic and eukaryotic signal peptides and prediction of
their cleavage sites. Int J Neural Syst. 8: 581-599.

Nobile, C.J., Michell, A.P. 2006. Genetics and genomics of Candida albicans biofilm
formation. Cell Microbiol. 8:1382-1391.

Nobile, C.J., Bruno, V.M., Richard, M.L., Davis, D.A., Mitchell, A.P. 2003.
Genetic control of chlamydospore formation in Candida albicans. Microbiology.
149: 3629-3637.

Noble, S.M., French, S., Kohn, L.A., Chen, V., Johnson, A.D. 2010. Systematic
screens of a Candida albicans homozygous delection library decouple morphogenetic
switching and pathogenicity. Nat Genet. 42: 590-598.

Noble, S.M., Johnson, A.D. 2005. Strains and strategies for large-scale gene deletion
studies of the diploid human fungal pathogen Candida albicans. Eukaryot Cell.
4: 298-309.

Nombela, C., Gil, C., Chaffin, W.L. 2006. Non-conventional protein secretion in yeast.
Trends Microbiol. 14: 15-21.

Nonaka, H., Tanaka, K., Hirano, H., Fujiwara, T., Kohno, H., Umikawa, M.,
Mino, A., Takai, Y. 1995. A downstream target of RHO1 small GTP-binding protein is
PKC1, a homolog of protein kinase C, which leads to activation of the MAP kinase

cascade in Saccharomyces cerevisiae. EMBO J. 14: 5931-5938.

Nuoffer, C., Horvath, A., Riezman, H. 1993. Analysis of the sequence requirements
for glycosylphosphatidylinositol anchoring of Saccharomyces cerevisiae Gasl protein.
J Biol Chem. 268: 10558-10563.

Odds, F.C. 1988. Candida and Candidosis: a review and bibliography. Bailliére Tindal

ed. London.
Ono, F., Yasumoto, S. 2009. Genital candidiasis. Nippon Rinsho. 67: 157-161

Orlean, P., Ammer, A., Watzele, M., Tanner, W. 1986. Synthesis of an
O-glycosilated cell surface protein induced in yeast by alpha-factor. Proc Natl Acad Sci.
USA. 83: 6263-6266.

222



BIBLIOGRAFIA

Pappas, P.G. 2006. Invasive candidiasis. Infect Dis Clin N Am. 20: 485-506.

Pardi, G., Cardozo, E.l. 2002. Algunas consideraciones sobre Candida albicans como

agente etioldgico de candidiasis bucal. Acta odontol. Venez. 40: 9-17.

Pardini, G., De Groot, P.W., Coste, A.T. Karababa, M. Klis, F.M,
De Koster, C.G., Sanglard, D. 2006. The CRH family coding for cell wall
glycosylphosphatidylinositol proteins with a predicted transglycosidase domain affects
cell wall organization and virulence in Candida albicans. J Biol Chem.
281: 40399-40411.

Pastor, F.1.J., Valentin, E., Herrero, E., Sentandreu, R. 1984. Structure of the
Saccharomyces cerevisiae cell wall: mannoproteins released by zymoliase and their
contribution to wall architecture. Biochem Biophys. 802: 292-300.

Pearson, G., Robinson, F., Beers, G.T., Xu, B.E., Karandikar, M., Berman, K.,
Cobb, M.H. 2001. Mitogen-activated protein (MAP) kinase pathways: regulation and
physiological functions. Endocr Rev. 22: 153-183

Pearson, W.R., Lipman, D.J. 1988. Improved tools for biological sequences analysis.
Proc Natl Acad Sci. USA. 85: 2444-2448.

Pedrefio, Y., Maicas, S., Arguelles, J.C., Sentandreu, R., Valentin, E. 2004. The
ATC1 gene encodes a cell wall-linked acid trehalase required for growth on trehalose in
Candida albicans. J Biol Chem. 279: 40852-40860.

Pelroth, J., Choi, B., Spellberg, B. 2007. Nosocomial fungal infections: epidemiology,
diagnosis, and treatment. Med Mycol. 45: 321-346.

Perruccio, K., Bozza, S., Montagnoli, C., Bellocchio, S., Aversa, F., Martelli, M.,
Bistoni, F., Velardi, A., Romani, L. 2004. Prospects for dendritic cell vaccination
against fungal infections in hematopoietic transplantation. Blood Cells Mol Dis.
33: 248-255.

Pfaller, M.A. 1996. Nosocomial candidiasis: emerging species, reservoirs, and modes
of transmission. Clin Infect Dis. 22, S89-94.

223



BIBLIOGRAFIA

Pfaller, M.A., Diekema, D.J. 2004. Rare and emerging opportunistic fungal pathogens:
concern for resistance beyond Candida albicans and Aspergillus fumigatus.
J Clin Microbiol. 42: 4419-4431.

Pfaller, M.A., Diekema, D.J. 2007. Epidemiology of invasive candidiasis: a persistent
public health problem. Clin Microbiol Rev. 20: 133-163.

Pfaller, M.A., Pappas, P.G., Wingard, J.R. 2006. Invasive fungal pathogens: current
epidemiological trends. Clin Infect Dis. 43, S3-14.

Pham, C.D., Zhanyang, Y., Sandrock, B., Bodlker, M., Scott, E., Gold, S,
Perlin, M.H. 2009. Ustilago maydis Rhol and 14-3-3 homologues participate in
pathways controlling cell separation and cell polarity. Eukaryot Cell. 8: 977-9809.

Plaine, A., Walker, L., Da Costa, G., Mora-Montes, H.M., McKinnon, A., Gow,
N.A.R., Gaillardin, C., Munro, C.A., Richard, M.L. 2008. Functional analysis of
Candida albicans GPIl-anchored proteins: Roles in cell wall integrity and caspofungi
sensitivity. Fungal Genet Biol. 45: 1404-1414.

Popolo, L., Ragni, E., Carotti, C., Palomares, O., Aardema, R., Back, JW.,
Dekker, H.L., De Koning, L.J., De Jong, L., De Koster, C.G. 2008. Disulfide bond
structure and domain organization of yeast B(1,3)-glucanosyltransferases involved in
cell wall biogenesis. J Biol Chem. 18553-18565.

Poulain, D., Jouault, T. 2004. Candida albicans cell wall glycans, host receptors and

responses: elements for a decisive crosstalk. Curr Opin Microbiol. 7: 342-349.

Prill, S.K, Klinkert, B., Timpel, C., Gale, C.A., Schroppel, K., Ernst, J.F. 2005.
PMT family of Candida albicans: five protein mannosyltransferase isoforms affect

growth, morphogenesis and antifungal resistance. Mol Microbiol. 55: 546-560.

Procop, G.W., Roberts, G.D. 2004. Emerging fungal diseases: the importance of the
host. Clin Labs Med. 24: 691-719.

Qadota, H., Python, C.P., Inoue, S.B., Arisawa, M., Anraku, Y., Zheng, Y.,
Watanabe, T., Levin, D.E., Ohya, Y. 1996. Identification of yeast Rholp GTPase as a
regulatory subunit of 1,3-B-glucan synthase. Science. 272: 279-281.

224



BIBLIOGRAFIA

Quindos, G., San Millan, R., Robert, R., Bernard, C., Ponton, J. 1997. Evaluation of
Bichro-latex albicans, a new method for rapid identification of Candida albicans.
J Clin Microbiol. 35: 1263-1265.

Ram, A.F., Wolters, A., Ten Hoopen, R., Klis, F.M. 1994. A new approach for
isolating cell wall mutants in Saccharomyces cerevisiae by screening for

hypersensitivity to calcofluor white. Yeast. 10: 1019-1030.

Ramage, G., VandeWalle, K., Lopez-Ribot, J.L., Wickes, B.L. 2002. The
filamentation pathway controlled by the Efgl regulator protein is required for normal
biofilm formation and development in Candida albicans. FEMS Microbiol Lett.
214: 95-100.

Ramon, A.M., Valentin, E., Maicas, S., Sentandreu, R. 1997. Expression of YWP1, a
gene that encodes a specific Yarrowia lipolytica micelial cell wall protein, in

Saccharomyces cerevisiae. Fungal Genet Biol. 22: 77-83.

Rees, J.R., Pinner, R.W., Hajjeh, R.A., Brandt, M.E., Reingold, A.L. 1998. The
epidemiological features of invasive mycotic infections in the San Francisco Bay Area,
1992-1993: results of a population-based laboratory active surveillance. Clin Infect Dis.
27: 1138-47.

Reuss, O., Vik, A., Kolter, R., Morschhauser, J. 2004. The SATL1 flipper, an
optimized tool for gene disruption in Candida albicans. Gene. 341: 119-127.

Richard, M.L., Nobile, C.J., Bruno, V.M., Mitchell, A.P. 2005. Candida albicans
biofilm-defective mutants. Eukaryot Cell. 4: 1493-1502.

Richard, M.L., Plaine, A. 2007. Comprehensive analysis of
glycosylphosphatidylinositol-anchored proteins in Candida albicans. Eukaryot Cell.
6: 119-133.

Roman, E., Arana, D.M., Nombela, C., Alonso-Monge, R., PI&, J. 2007. MAP kinase
pathways as regulators of fungal virulence. Trends Microbiol. 15: 181-190.

Roman, E., Alonso-Monge, R., Gong, Q.H., Li, D.M., Calderone, R., PI&, J. 2009a.
The Cekl MAPK is a short-lived protein regulated by quorum sensing in the fungal
pathogen Candida albicans. FEMS Yeast Res. 9: 942-955

225



BIBLIOGRAFIA

Romén, E., Cottier, F., Ernst, J.F., PIa, J. 2009b. Msb2 signaling mucin controls
activation of Cek1 mitogen-activated protein kinase in Candida albicans. Eukaryot Cell.
8: 1235-1249.

Roman, E., Nombela, C., PI4, J. 2005. The Shol adaptor protein links oxidative stress
to morphogenesis and cell wall biosynthesis in the fungal pathogen Candida albicans.
Mol Biol Cell. 25: 10611-10627.

Ruiz-Herrera, J. 1967. Chemical composition of the cell wall of Aspergillus species.
Arch Biochem Byophys. 122: 18-125.

Ruiz-Herrera, J. 1992. Fungal cell wall: structure, synthesis and assembly. CRC Press,
Ruiz-Herrera, J. 2012. Fungal Cell Wall. CRC Press.

Ruiz-Herrera, J., Elorza, M.V., Valentin, E., Sentandreu, R. 2006. Molecular
organization of the cell wall of Candida albicans and its relation to pathogenicity.
FEMS Yeast Res. 6: 14-29.

Ruiz-Herrera, J., Gonzalez-Prieto, J.M., Ruiz-Medrano, R. 2002. Evolution and
phylogenetic relationships of chitin synthase from yeasts and fungi. FEMS Yeast Res.
1: 247-256.

Ruiz-Herrera, J., Ruiz-Medrano, R. 2004. Chitin biosynthesis in fungi. In Handbook
of Fungal Biotechnology, 2nd ed. Edited by P.K. Arora. New York: Marcel Dekker.

Russo, P., Kalkkinen, N., Sareneva, H., Paakkola, J., Makarow, M. 1992. A heat
shock gene from Saccharomyces cerevisiae encoding a secretory glycoprotein.
Proc Natl Acad Sci. USA. 89: 8857.

Saiki, R.K., Walsh, P.S., Levenson, C.H., Erlich, H.A. 1989. Genetic analysis of
amplified DNA with immobilized sequence-specific oligonucleotide probes.
Proc Natl Acad Sci. USA. 86: 6230-6234.

Sambrook, J., Fritsch, E.F., Maniatis, T. 1989. Molecular cloning: a laboratory
manual. 2nd ed. Cold Spring Harbor, N.Y. Cold Spring Harbor Laboratory Press.

226



BIBLIOGRAFIA

San Josg, C., Alonso-Monge, R., Pérez-Diaz, R.M., PI&, J., Nombela, C. 1996. The
mitogen-activated protein kinase homolog HOG1 gene controls glycerol accumulation
in the pathogenic fungus Candida albicans. J Bacteriol. 178: 5850-5852.

Sandini, S., La Valle, R., De Bernardis, F., Macri, C., Cassone, A. 2007. The
65 KDa mannoprotein gene of Candida albicans encodes a putative betaglucanase
adhesin required for hyphal morphogenesis and experimental pathogenicity.
Cell Microbiol. 9: 1223-1238.

Sandini, S., Stringaro, A., Arancia, S., Colone, M., Mondello, F., Murtas, S.,
Girolamo, A., Mastrangelo, N., De Bernardis, F. 2011. The MP65 gene is required
for cell wall integrity, adherence to epithelial cells and biofilm formation in
Candida albicans. BMC Microbiol. 11: 106.

Sarthy, A.V., McGonigal, T., Coen, M., Frost, D.J., Meulbroek, JA.,
Goldman, R.C. 1997. Phenotype in Candida albicans of a disruption of the BGL2 gene
enconding a 1,3-B-glucosyltransferase. Microbiology. 143: 367-376.

Saville, S.P., Lazzell, A.L., Monteagudo, C., Lopez-Ribot, J.L. 2003. Engineered
control of cell morphology in vivo reveals distinct roles for yeast and filamentous forms
of Candida albicans during infection. Eukaryot Cell. 2: 1053-1060.

Schaller, M., Borelli, C., Korting, H.C., Hube, B. 2005. Hydrolytic enzymes as

virulence factors of Candida albicans. Mycoses. 48: 365-377.

Schaller, M., Schackert, C., Korting, H.C., Januschke, E., Hube, B. 2000. Invasion
of Candida albicans correlates with expression of secreted aspartic proteinases during

experimental infection of human epidermis. J Investig Dermatol. 114: 712-717.

Schmidt, A., Schmelzle, T., Hall, M.N. 2002. The RHO1-GAPs SAC7, BEM2 and
BAG7 control distinct Rhol functions in Saccharomyces cerevisiae. Mol Microbiol.
45: 1433-1441.

Selvaggini, S., Munro, C.A., Paschoud, S., Sanglard, D., Gow, N.A. 2004.
Independent regulation of chitin synthase and chitinase activity in Candida albicans and

Saccharomyces cerevisiae. Microbiology. 150: 921-928.

227



BIBLIOGRAFIA

Shahinian, S., Bussey, H. 2000. B-1,6-glucan synthesis in Saccharomyces cerevisiae.
Mol Microbiol. 35: 477-489.

Shahinian, S., Dijkgraaf, G.J., Sdicu, A.M., Thomas, D.Y., Jakob, C.A., Aebi, M.,
Bussey, H. 1998. Involvement of protein N-glycosyl chain glucosylation and processing
in the biosynthesis of cell wall B-1,6-glucan of Saccharomyces cerevisiae. Genetics.
149: 843-856.

Sharkey, L.L., McNemar, M.D., Saporito-lrwin, S.M., Sypherd, P.S., Fonzi, W.A.
1999. HWP1 functions in the morphological development of Candida albicans
downstream of EFG1, TUP1 and RBF1. J Bacteriol. 181:5273-5279.

Shaw, J.A., Mol, P.C., Bowers, B., Silverman, S.J., Valdivieso, M.H., Duréan, A.,
Cabib, E. 1991. The function of chitin synthases 2 and 3 in the

Saccharomyces cerevisiae cell cycle. J Cell Biol. 114: 111-123.

Shematek, E.M., Broatz, J.A., Cabib, E. 1980. Biosynthesis of the yeast cell wall. I.
Preparation and properties of B(1—3) glucan synthetase. J Biol Chem. 255: 888-894.

Shematek, E.M., Cabib, E. 1980. Biosynthesis of the yeast cell wall. Il. Regulation of
B(1,3)-glucan synthetase by ATP and GTP. J Biol Chem. 255: 895-902.

Sherman, F., Fink, G.R., Hicks, J.B. 1986. Methods in yeast genetics.
Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY.

Sheth, C.C., Hall, R., Lewis, L., B, A.J.P., Odds, F.C., Erwig, L.P., Gow, N.A.R.
2011. Glycosylation status of the C. albicans cell wall affects the efficiency of
neutrophil phagocytosis and killing but not citokyne signaling. Med Mycol. 49: 513-524.

Sigrist, C.J., Cerutti, L., Hulo, N., Gattiker, A., Falquet, L., Pagni, M., Bairoch, A.,
Bucher, P. 2002. PROSITE: a documented database using patterns and profiles as motif
descriptors. Brief Bioinform. 3: 265-274.

Singh, P., Ghosh, S., Datta, A. 2001. Attenuation of virulence and changes in
morphology in Candida albicans by disruption of the N-acetylglucosamine catabolic
pathway. Infect Immun. 69: 7898-7903.

Sipos, G., Puoti, A., Conzelmann, A. 1995. Biosynthesis of the side chain of yeast

glycosyl phosphatidylinositol anchors is operated by novel mannosyltransferases

228



BIBLIOGRAFIA

located in the endoplasmic reticulum and the Golgi apparatus. J Biol Chem.
270: 19709-19715.

Smith, D.A., Nicholls, S., Morgan, B.A., Brown, A.J., Quinn, J. 2004. A conserved
stress-activated protein kinase regulates a core stress response in the human pathogen
Candida albicans. Mol Biol Cell. 15: 4179-4190.

Smith, S.E., Csank, C., Reyes, G., Ghannoum, M.A., Berlin, V. 2002.
Candida albicans RHO1 is required for cell viability in vitro and in vivo.
FEMS Yeast Res. 2: 103-111.

Smolenski, G., Sullivan, P.A., Cutfield, S.M., Cutfield, J.F. 1997. Analysis of
secreted aspartic proteinases from Candida albicans: purification and characterization
of individual Sap1, Sap2 and Sap3 isoenzymes. Microbiology. 143: 349-356.

Sobel, J.D., Rex, J.H. 2001. Invasive candidiasis: turning risk into a practical

prevention policy? Clin Infect Dis. Rew 33: 187-190.

Soll, D.R. 1997. Gene regulation during high frequency switching in Candida albicans.
Microbiology. 143:279-288.

Spellberg, B. 2011. Vaccines for invasive fungal infections. F1000 Med Rep. 3, 13

Srikantha, T., Tsai, L., Daniels, K., Klar, AJ., Soll, D.R. 2001. The histone
deacetylase genes HDAL and RPD3 play distinct roles in regulation of high-frequency
phenotypic switching in Candida albicans. J Bacteriol. 183: 4614-4625.

Staab, J.F., Bradway, S.D., Fidel, P.L., Sundstrom, P. 1999. Adhesive and
mammalian transglutaminase substrate properties of Candida albicans Hwpl. Science.
283: 1535-1538

Staib, P., Kretschmar, M., Nichterlein, T., Hof, H., Morschhauser, J. 2000.
Differential activation of a Candida albicans virulence gene family during infection.
Proc Natl Acad Sci. 97: 6102-6107.

Stoldt, V.R., Sonneborn, A., Leuker, C.E., Ernst, J.F. 1997. Efglp, an essential
regulator of morphogenesis of the human pathogen Candida albicans, is a member of a
conserved class of bHLH proteins regulating morphogenetic processes in fungi.
EMBO J. 16: 1982-1991.

229



BIBLIOGRAFIA

Sturtevant, J., Dixon, F., Wadsworth, E., Latge, J.P., Zhao, X.J., Calderone, R.
1999. Identification and cloning of GCA1, a gene that encodes a cell surface
glucoamylase from Candida albicans. Med Mycol. 37: 357-366.

Sundstrom, P. 2002. Adhesion in Candida spp. Cell Microbiol. 4: 461-469.

Sundstrom, P., Cutler, J.E., Staab, J.F. 2002. Reevaluation of the role of HWP1 in
systemic candidiasis by use of Candida albicans strains with selectable marker URA3
targeted to the ENOL locus. Infect Immun. 70:3281-3283

Sundstrom, P.M., Kenny, G.E. 1984. Characterization of antigens specific to the
surface of germ tubes of Candida albicans by immunofluorescence. Infect Immun.
43: 850-855.

Surarit, R., Gopal, P.K., Shepherd, M.G. 1988. Evidence for a glucosidic linkage
between chitin and glucan in the cell wall of Candida albicans. J Gen Microbiol.
134: 1723-1730.

Tebarth, B., Doedt, T., Krishnamurthy, S., Weide, M., Monterola, F.,
Dominguez, A., Ernst, J.F. 2003. Adaptation of the Efglp morphogenetic pathway in
Candida albicans by negative autoregulation and PKA-dependent repression of the
EFG1 gene. J Mol Biol. 329: 949-962.

Tellez, 1., Barragan, M., Franco-Paredes, C., Petraro, P., Nelson, K., Del Rio, C.
2008. Pneumocystis jiroveci pneumonia in patients with AIDS in the inner city: a

persistent and deadly opportunistic infection. Am J Med Sci. 335: 192-197.

Theiss, S., Ishdorj, G., Brenot, A., Kretschmar, M., Lan, C.Y., Nichterlein, T.,
Hacker, J., Nigam, S., Agabian, N., Kohler, G.A. 2006. Inactivation of the
phospholipase B gene PLB5 in wild-type Candida albicans reduces cell-associated

phospholipase A2 activity and attenuates virulence. Int J Med Microbiol. 296: 405-420.

Thomson, L.M., Bates, S., Yamazaki, S., Arisawa, M., Aoki, Y., Gow, N.A. 2000.
Functional characterization of the Candida albicans MNT1 mannosyltransferase

expressed heterologously in Pichia pastoris. J Biol Chem. 275: 18933-18938.

230



BIBLIOGRAFIA

Tiede, A., Bastisch, I., Schubert, J., Orlean, P. And Schmidt, R.E. 1999.
Biosynthesis of glycosylphosphatidylinositols in mammals and unicellular microbes.
Biol Chem. 380: 503-523.

Timpel, C., Zink, S., Strahl-Bolsinger, S., Schroppel, K., Ernst, J. 2000.
Morphogenesis, adhesive properties, and antifungal resistance depend on the Pmt6
protein mannosyltransferase in the fungal pathogen Candida albicans. J Bacteriol.
182: 3063-3071.

Toh-e, A., Yasunaga, S., Nisogi, H., Tanaka, K., Oguchi, T., Matsui, Y. 1993. Three
yeast genes, PIR1, PIR2 and PIR3, containing internal tandem repeats, are related to
each other, and PIR1 and PIR2 are required for tolerance to heat shock. Yeast.
9: 481-494.

Tzung, K.W., Williams, R.M., Scherer, S., Federspiel, N., Jones, T., Hansen, N.,
Bivolarevic, V., Huizar, L., Komp, C., Surzycki, R., Tamse, R., Davis, R.W.
Agabian, N. 2001. Genomic evidence for a complete sexual cycle in Candida albicans.
Proc Natl Acad Sci. USA. 98: 3249-3253.

Valentin, E., Herrero, E., Pastor, F.I.J., Sentandreu, R. 1984. Solubilization and
analysis of mannoproteins molecules from the cell wall of Saccharomyces cerevisiae.
J Gen Microbiol. 130: 1419-1428.

Valentin, E., Herrero, E., Rico, H., Miragall, F., Sentandreu, R. 1987. Cell wall
mannoproteins during the population growth phases in Saccharomyces cerevisiae.
Arch Microbiol. 148: 88-94.

Van der Vaart, J.M., Caro, L.H., Chapman, J.W., Klis, F.M., Verrips, C.T. 1995.
Identification of three mannoproteins in the cell wall of Saccharomyces cerevisiae.
J Bacteriol. 177: 3104-3110.

Vaerki, A. 1999. Exploring the biological roles of glycans. In: Vaerki, A., Cummings,
R., Esko, J., Freeze, H., Hart, G., Marth, J., eds. Esencials of Glucobiology. New York:
Cold Spring Harbor. Laboratory Press, 1999: 57-68.

Verstrepen, K.J., Klis, F.M. 2006. Flocculation, adhesion and biofilm formation in
yeasts. Mol Microbiol. 60:5-15.

231



BIBLIOGRAFIA

Von Heijne, G. 1986. A new method for predicting signal sequence cleavage sites.
Nucleic Acids Res. 14: 4683-4690.

Wagener, J., Weindl, G., De Groot, P.W., De Boer, A.D., Kaesler, S., Thavaraj, S.,
Bader, O., Mailander-Sanchez, D., Borelli, C., Weig, M., Biedermann, T., Naglik,
J.R., Korting, H.C., Schaller, M. 2012. Glycosylation of Candida albicans cell wall
proteins is critical for induction of innate immune responses and apoptosis of epithelial
cells. PLoS One. 7: e50518.

Walker, L.A., Munro, C.A., De Bruijn, 1., Lenardon, M.D., McKinnon, A., Gow,
N.A.R. 2008. Stimulation of chitin synthesis rescues Candida albicans from
Echinocandins. PLos Pathog. E1000040, 1-12.

Wass, M.N., Kelley, L.A., Sternberg, M.J. 2010. 3DLigand Site: predicting lingand-
binding sites using similar structures. Nucleic acids research 38 (Web Server issue):
W469-473.

Widmann, C., Gibson, S., Jarpe, M.B., Johnson, G.L. 1999. Mitogen-activated
protein kinase: conservation of a three-kinase module from yeast to human.
Physiol Rev. 79: 143-180

Wison, L.S., Reyes, C.M., Stolpman, M., Speckman, J., Allen, K., Beney, J. 2002.
The direct cost and incidence of systemic fungal infections. Value Health. 5: 26-34.

Xu, W., Mitchell, A.P. 2001. Yeast PalA/AIP1/Alix homolog Rim20p associates with a
PEST-like region and is required for its proteolytic cleavage. J Bacteriol.
183: 6917-6923

Yamada-Okabe, T., Sakamori, Y., Mio, T., Yamada-Okabe, H. 2001. Identification
and characterization of the genes for N-acetylglucosamine Kkinase and
N-acetylglucosamine-phosphate deacetylase in the pathogenic fungus Candida albicans.
Eur J Biochem. 268: 2498-2505.

Zaoutis, T.E., Argon, J., Chu, J., Berlin, J.A., Walsh, T.J., Feudtner, C. 2005. The
epidemiology and attributable outcomes of candidemia in adults and children

hospitalized in the United States: a propensity analysis. Clin Infect Dis. 41: 1231-1239.

232



BIBLIOGRAFIA

Zaragoza, R., Peman, J. 2012. Opciones terapéuticas para el tratamiento antifdngico

en el paciente critico. Rev Iberoam Micol. 29: 108-113.

Zhao, R., Daniels, K.J., Lockhart, S.R., Yeater, K.M., Hoyer, L.L., Soll, D.R. 2005.
Unique aspects of gene expression during Candida albicans mating and possible G1
dependency. Eukaryot Cell. 4: 1175-1190.

Zhao, X., Oh, S.H., Yeater, K.M., Hoyer, L.L. 2005. Analysis of the
Candida albicans Als2p and Als4p adhesins suggests the potential for compensatory
function within the Als family. Microbiology. 151:1619-1630.

Zhao, X., Pujol, C., Soll, D.R., Hoyer, L.L. 2003. Allelic variation in the contiguous
loci enconding Candida albicans ALS5, ALS1 and ALS9. Microbiology. 149: 2947-2960.

Zhao, X., Oh, S-H., Cheng, G., Green, C.B., Nuessen, J.A., Yeater, K., Leng, R.P.,
Brown, A.J.P., Hoyer, L.L. 2004. ALS3 and ALS8 represent a single locus that encodes
a Candida albicans adhesin; functional comparisons between Als3p and Alslp.
Microbiology. 150: 2415-2428.

Zilberberg, M.D., Schorr, A.F., Kollef, M.H. 2008. Secular trends in
candidemia-related hospitalization in the United States, 2000-2005. Infect Control Hosp
Epidemiol. 29: 978-980.

233






VIlI. AGRADECIMIENTOS.






AGRADECIMIENTOS

Me gustaria agradecer la ayuda prestada a todas aquellas personas que, tanto

cientifica como personalmente, han contribuido al desarrollo de esta Tesis Doctoral.

A mis directores de Tesis, el Dr. Rafael Sentandreu Ramoén y el Dr. Eulogio
Valentin Gomez, por su apoyo y ayuda. A D. Rafael, por darme su confianza y
seguridad, que me acompafaran siempre y mostrarme que las cosas en Ciencia son lo
que son, no lo que queremos o creemos que deberian ser. Me ha transmitido su punto
especial de perseverancia e inconformismo tan necesarios en este campo y en la vida. A
Eulogio, por su confianza en mi y por su apoyo constante en la resolucion de cualquier

problema, ha sido un placer trabajar con él.

A mi querido Dr. José Ruiz-Herrera, por todo lo que he aprendido de €l en sus
visitas al laboratorio y “discutir” con ¢l de Ciencia, ha sido siempre divertido y

enriquecedor.

A los profesores del Departamento de Microbiologia y Ecologia, especialmente
al Dr. Lucas del Castillo y Dr. Jesus Zueco por la ayuda en cualquier situacion que lo
requiriera y al Dr. Daniel Gozalbo y a la Dra Amelia Murgui por su gran calidad

humana.

A profesores de otras Unidades Departamentales como el Dr. Antonio Marcilla,
por sus animos constantes, al Dr. Joaquin Timoneda y al Dr. Fernando Aniento, por su
ayuda desinteresada. También, al Dr. Sergi Maicas por su interés en mi trabajo y por su

colaboracidn en algun apartado del presente trabajo.

Ademas, quiero agradecer al Dr. Enrique Calvo y al Dr. Juan Antonio Lopez de
la Unidad de Proteémica en el Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares de
Madrid, su colaboracién en la identificacién de proteinas mediante espectrometria de

masas.

Agradecer a mis comparieros y amigos del laboratorio: Leslie, Teresa, Samuel,
Ruth y Miguel tantos buenos momentos que han tenido lugar dentro y fuera de la
facultad. Leslie, por su acogida tan familiar en el laboratorio, Teresa, siempre dispuesta
a ayudar y hacerme agradable cualquier circunstancia. A Sam, por ser ese comparfiero y
amigo preocupado de que todo mi esfuerzo no sea en vano, a Ruth, por ser tal como es,
un encanto de persona y finalmente a Miguel que siempre sabia dar una respuesta y

solucion a cualquier problema cientifico que surgiera. Es importante mencionar también

237



AGRADECIMIENTOS

a comparieras procedentes de otros laboratorios como Emira y Jihéne que nos daban a

conocer su cultura y aportaban “aires nuevos”.

A mi querida jefa de farmacia y amiga, la Dra Maria Sentandreu, que me ha
brindado la oportunidad de poder compaginar la elaboracién de esta Tesis Doctoral con
el trabajo en su empresa, siendo en todo momento muy comprensible y dandome
consejos que siempre han valido la pena. A mis compafieros, Marta y Emilio, que a
pesar de desconocer como es este “mundillo de la investigacion” siempre se han

mostrado receptivos e interesados.

Quiero dar las gracias también a todos mis amigos y compafieros de carrera que
ajenos al conocimiento de la investigacion en levaduras, se han interesado de mi vida en
estos Ultimos afos, con los que he podido compartir y ensefiar en que consiste la

investigacion y lo fascinante que puede llegar a ser.

Finalmente, es muy importante agradecer a mis padres, a mis hermanos y al
resto de toda mi familia que a partir de ahora “conocen a Candida albicans”, su
confianza y carifio. Dedicando especialmente el esfuerzo de esta Tesis Doctoral a la
persona mas maravillosa, mi madre, que sin su apoyo estoy seguro que no se hubiera

podido finalizar este trabajo.

A todos los anteriormente citados y a los que no menciono pero que estan en mi
corazén, quiero dar mis mas sentidas gracias, el hecho de haberlos conocido justifica

plenamente mi agradecimiento.

Muchas gracias.

238









	TITULO TESIS DOCTORAL
	CERTIFICACIÓN
	ABREVIATURAS.
	ÍNDICE
	I. INTRODUCCIÓN
	I.1. GENERALIDADES Y TAXONOMÍA DE Candida albicans.
	I.2. PATOGENICIDAD DE C. albicans.
	I.3. CLASIFICACIÓN DE LAS CANDIDIASIS Y SU DIAGNÓSTICO.
	I.3.1. Tratamiento de las candidiasis.
	I.3.1.1.Tratamiento combinado.
	I.3.1.2. Vacunas.


	I.4. FACTORES DE VIRULENCIA.
	I.4.1. Adhesinas.
	I.4.1.1. Adhesinas en C. albicans.
	I.4.1.1.1. Als (agglutinin-like sequence).
	I.4.1.1.2. Hwp1.
	I.4.1.1.3. Int1.
	I.4.1.1.4. Mnt1.
	I.4.1.1.5. Eap1.
	I.4.1.1.6. Ywp1.
	I.4.1.1.7. Ecm33.
	I.4.1.1.8. Mp65.


	I.4.2. Enzimas degradativas.
	I.4.2.1. Proteinasas aspárticas (Sap).
	I.4.2.2. Fosfolipasas.
	I.4.2.3. Lipasas.

	I.4.3. Biopelículas.
	I.4.4. Variaciones fenotípicas.
	I.4.5. Morfogénesis.
	I.4.5.1. Bases moleculares del dimorfismo.
	I.4.5.2. Rutas de señalización.
	I.4.5.2.1. Ruta de las MAP quinasas.
	I.4.5.2.2. Ruta de la proteína quinasa A dependiente de AMP cíclico.
	I.4.5.2.3. Ruta de respuesta al pH por Rim101.
	I.4.5.2.4. Ruta catabólica N-acetilglucosamina (GlcNAc) de C. albicans.
	I.4.5.2.5. Factores de represión del cambio dimórfico.



	I.5. LA PARED CELULAR DE C. albicans.
	I.5.1. Composición química de la pared celular.
	I.5.1.1. Quitina.
	I.5.1.1.1. Quitina sintetasas en C. albicans.

	I.5.1.2. β-glucanos.
	I.5.1.2.1. β-1,3-glucano.
	I.5.1.2.2. β-1,6-glucano.

	I.5.1.3. Manoproteínas.
	I.5.1.3.1.Clasificación de las manoproteínas.
	I.5.1.3.1.1. Proteínas retenidas no covalentemente a la pared celular.
	I.5.1.3.1.2. Proteínas extraíbles por agentes reductores.
	I.5.1.3.1.3. Proteínas unidas por enlaces álcali-sensibles.
	I.5.1.3.1.4. Proteínas unidas por enlaces glicosil fosfatidil inositol.
	I.5.1.3.1.5. Proteínas atípicas de pared celular.




	I.6. MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES.
	I.6.1. Señalización.
	I.6.2. O-glicosilación.
	I.6.3. N-glicosilación.
	I.6.4. Adición y modificación del resto GPI.

	I.7. OBJETIVOS Y JUSTIFICACIÓN DEL TRABAJO.

	II. MATERIALES Y MÉTODOS.
	II.1. MICROORGANISMOS Y PLÁSMIDOS EMPLEADOS.
	II.1.1. Levaduras.
	II.1.2. Bacterias.
	II.1.3. Plásmidos.

	II.2. MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO.
	II.2.1. Cultivo de levaduras.
	II.2.2. Cultivo de bacterias.

	II.3. TRANSFORMACIÓN DE CÉLULAS CON ADN EXÓGENO.
	II.3.1. Transformación de bacterias.
	II.3.1.1. Obtención de células competentes con cloruro de calcio.
	II.3.1.2. Transformación de células competentes de E. coli.

	II.3.2. Transformación de levaduras.

	II.4. OBTENCIÓN Y PURIFICACIÓN DE ADN.
	II.4.1. Obtención de ADN plasmídico de E. coli.
	II.4.2. Obtención de ADN genómico de C. albicans.

	II.5. TRATAMIENTO ENZIMÁTICO DE ADN.
	II.5.1. Digestión con endonucleasas de restricción.
	II.5.2. Ligación de ADN con ligasa de T4.

	II.6. REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR).
	II.6.1. Diseño de oligonucleótidos.
	II.6.2. Condiciones de reacción.

	II.7. ELECTROFORESIS DE ADN EN GELES DE AGAROSA.
	II.8. PURIFICACIÓN DE FRAGMENTOS DE ADN EN GELES DE AGAROSA.
	II.9. CUANTIFICACIÓN DE ADN.
	II.10. INTERRUPCIÓN GÉNICA EN C. albicans.
	II.11. ANÁLISIS DE LAS CEPAS DISRUPTANTES.
	II.11.1. Estudio del efecto del blanco de calcoflúor, rojo congo y SDS.
	II.11.2. Estudio de la sensibilidad a choque térmico.
	II.11.3. Estudio del efecto de estrés osmótico sobre el crecimiento.
	II.11.4. Estudio del efecto de estrés oxidativo sobre el crecimiento.
	II.11.5. Estudio del efecto de la cafeína.
	II.11.6. Estudio de sensibilidad a drogas antifúngicas o antibióticas.

	II.12. MICELIACIÓN EN MEDIO SÓLIDO.
	II.13. OBTENCIÓN Y REGENERACIÓN DE PROTOPLASTOS.
	II.14. OBTENCIÓN DE FRACCIONES SUBCELULARES.
	II.14.1. Paredes celulares.
	II.14.2. Citosol y fracción mixta de membranas.

	II.15. SOLUBILIZACIÓN DE COMPONENTES DE LA PARED CELULAR.
	II.15.1. Tratamiento con dodecil sulfato sódico (SDS).
	II.15.2. Tratamiento con b-mercaptoetanol (β-ME).
	II.15.3. Tratamiento con soluciones alcalinas diluidas.
	II.15.4. Tratamiento con ácido fluorhídrico-piridina.
	II.15.5. Tratamiento con zimoliasa.

	II.16. CUANTIFICACIÓN DE MACROMOLÉCULAS.
	II.16.1. Determinación de proteína total.
	II.16.2. Determinación de azúcares no reductores.

	II.17. DESGLICOSILACIÓN DE MANOPROTEÍNAS.
	II.17.1. Tratamiento con meta-periodato.
	II.17.2. Tratamiento con endo-β-N-acetilglucosaminidasa H.
	II.17.3. Tratamiento con ácido trifluorometanosulfónico.

	II.18. SEPARACIÓN DE PROTEÍNAS EN GELES DE SDS-POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE).
	II.19. TINCIÓN DE PROTEÍNAS EN GELES DE SDS-POLIACRILAMIDA.
	II.20. TRANSFERENCIA Y DETECCIÓN DE PROTEÍNAS EN SOPORTES DE NITROCELULOSA (Western-blot).
	II.20.1. Transferencia a membranas de nitrocelulosa por “Western-blot”.
	II.20.2. Adsorción de proteínas en soportes de nitrocelulosa por “Dot-blot”.
	II.20.3. Detección de las proteínas en soportes de nitrocelulosa.
	II.20.3.1. Tinción con colorante Ponceau.
	II.20.3.2. Tinción con concanavalina A.
	II.20.3.3. Tinción con coomassie blue R-250 staining.
	II.20.3.4. Inmunodetección de proteínas en soportes de nitrocelulosa.


	II.21. IDENTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS MEDIANTE ESPECTROMETRÍA DE MASAS.
	II.22. INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA.
	II.23. MODELIZACIÓN DE LA PROTEÍNA Gca1 de C. albicans.
	II.24. CROMATOGRAFÍAS.
	II.24.1. Cromatografía de afinidad con concanavalina A sepharosa 4B.
	II.24.2. Cromatografía de filtración molecular con sepharosa CL-6B.
	II.24.3. Cromatografía de afinidad con proteína G sepharosa.
	II.24.4. Cromatografía de afinidad con NHS-activated sepharose 4 fast flow®.
	II.24.5. Cromatografía de afinidad con proteína A sepharosa en presencia de alta concentración salina.


	III. RESULTADOS.
	III.A. IDENTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS.
	III.A.1. IDENTIFICACIÓN POR ESPECTROMETRÍA DE MASAS DE PROTEÍNAS UNIDAS COVALENTEMENTE A LA PARED CELULAR DE C. albicans (SC5314) Y EN EL SOBRENADANTE DE PROTOPLASTOS.
	III.A.1.1. Identificación de proteínas en el sobrenadante de protoplastos de C. albicans.
	III.A.1.2. Identificación de proteínas presentes en paredes celulares de C. albicans.
	III.A.1.3. Identificación de proteínas en el material solubilizado por β-ME.
	III.A.1.4. Identificación de proteínas en el material solubilizado por NaOH.
	III.A.1.5. Identificación de proteínas en bandas de electroforesis obtenidas mediante SDS-PAGE del material solubilizado de paredes celulares por β-ME y NaOH.
	III.A.1.6. Identificación de proteínas en el material solubilizado por β-ME y NaOH desglicosilado químicamente con TFMS.

	III.A.2. IDENTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS EN PAREDES CELULARES DE MUTANTES: pga13; pga26; pga31; pir1/PIR1; pmt1/pmt6.
	III.A.2.1. Identificación de proteínas en paredes celulares del mutante pga13.
	III.A.2.2. Identificación de proteínas en paredes celulares del mutante pga26.
	III.A.2.3. Identificación de proteínas en paredes celulares del mutante pga31.
	III.A.2.4. Identificación de proteínas en paredes celulares del mutantePIR1/pir1.
	III.A.2.5. Identificación de proteínas en paredes celulares del doblemutante pmt1/pmt6.

	III.A.3. IDENTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS EN PAREDES CELULARES DE LA CEPA SC5314 SOMETIDA A CONDICIONES DE ESTRÉS QUÍMICO Y/O OSMÓTICO.
	III.A.3.1. Control.
	III.A.3.2. Sensibilidad a NaCl.
	III.A.3.3. Sensibilidad a sorbitol.
	III.A.3.4. Sensibilidad a H2O2.
	III.A.3.5. Sensibilidad a blanco de calcoflúor.
	III.A.3.6. Sensibilidad a rojo congo.


	III.B. CARACTERIZACIÓN DEL ANTÍGENO RECONOCIDO POR EL ANTICUERPO MONOCLONAL 3H8.
	III.B.1. CARACTERÍSTICAS BIOQUÍMICAS DEL ANTÍGENO 3H8 PRESENTE EN LA PARED CELULAR DE C. ALBICANS.
	III.B.2. ESTUDIOS DE ESTABILIDAD DEL ANTÍGENO A DISTINTAS CONDICIONES.
	III.B.2.1. Estabilidad a la temperatura.
	III.B.2.2. Estabilidad frente agentes caotrópicos.
	III.B.2.2.1. Estabilidad a SDS y temperatura.
	III.B.2.2.2. Estabilidad a persulfato amónico.

	III.B.2.3. Estabilidad a tripsina.

	III.B.3. ANÁLISIS ELECTROFORÉTICO DE LA FRACCIÓN MIXTA DE MEMBRANAS.
	III.B.4. DETERMINACIÓN DEL PESO MOLECULAR DEL ANTÍGENO.
	III.B.5. SOLUBILIZACIÓN DEL ANTÍGENO 3H8 EN PRESENCIA DE ÁCIDO IODOACÉTICO.
	III.B.6. DESGLICOSILACIÓN QUÍMICA Y ENZIMÁTICA.
	III.B.6.1. Desglicosilación química con meta-periodato.
	III.B.6.2. Desglicosilación química con ácido trifluormetanosulfónico.
	III.B.6.3. β-eliminación.
	III.B.6.4. Desglicosilación enzimática con Endo H.

	III.B.7. ANÁLISIS POR CROMATOGRAFÍA DE AFINIDAD DE LAS MANOPROTEÍNAS SOLUBILIZADAS DE LA PARED CELULAR.
	III.B.7.1. Cromatografía de afinidad en Concanavalina A-Sepharose 4B®.
	III.B.7.2. Cromatografía de afinidad con proteína G sepharose.
	III.B.7.3. Cromatografía de afinidad con NHS-activated sepharose 4 fast flow®.
	III.B.7.4. Cromatografía de afinidad con proteína A en condiciones de alta salinidad.

	III.B.8. DOT-BLOT DEL MATERIAL SOLUBILIZADO DE LAS PAREDES CELULARES DE MUTANTES HOMOCIGÓTICOS.
	III.B.8.1. Estudio de mutantes deficientes en N- y O-glicosilación.
	III.B.8.2. Estudio de mutantes deficientes en O-glicosilación.
	III.B.8.3. Estudio de mutantes cuyos genes codifican proteínas con características bioquímicas semejantes a la proteína objeto de ser identificada.


	III.C. ESTUDIO DE LA PROTEÍNA Gca1.
	III.C.1. SELECCIÓN IN SILICO DE Gca1, UNA PROTEINA POTENCIAL DE PARED.
	III.C.2. ANÁLISIS DE LA REGIÓN CODIFICANTE.
	III.C.2.1. Composición de bases.
	III.C.2.2. Frecuencia del uso de codones.
	III.C.2.3. Análisis de la secuencia de aminoácidos.
	III.C.2.4. Hidrofobicidad de la proteína Gca1.

	III.C.3. MODELO DE HOMOLOGÍA DE Gca1.
	III.C.4. CONSTRUCCIÓN DEL CASETE DE INTERRUPCIÓN PARA EL GEN GCA1.
	III.C.5. OBTENCIÓN DEL MUTANTE HOMOCIGÓTICO PARA EL GEN GCA1.
	III.C.6. COMPROBACIÓN DE LOS MUTANTES.
	III.C.6.1. Selección de las colonias susceptibles de transformación mediante PCR.

	III.C.7. ANÁLISIS FENOTÍPICO DE LAS CEPAS MUTANTES DEL GEN GCA1.
	III.C.7.1. Estudio de la integridad de la pared celular.
	III.C.7.1.1. Estudio de sensibilidad a zimoliasa.
	III.C.7.1.2. Estudio de sensibilidad a rojo congo y al blanco de calcoflúor.
	III.C.7.1.3. Estudio de sensibilidad a SDS.

	III.C.7.2. Estudio del efecto de cafeína, sorbitol, etanol, glicerol y EDTA.
	III.C.7.3. Estudio de sensibilidad frente a drogas.
	III.C.7.4. Estudio de la respuesta a estrés.
	III.C.7.4.1. Estudio de sensibilidad a choque térmico.
	III.C.7.4.2. Estudio de sensibilidad a choque osmótico.
	III.C.7.4.3. Estudio del efecto del estrés oxidativo sobre el crecimiento.

	III.C.7.5. Estudio de filamentación en medio sólido.
	III.C.7.6. Ensayo enzimático.



	IV. DISCUSIÓN.
	IV. 1. IDENTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS.
	IV.2. CARACTERIZACIÓN DEL ANTÍGENO RECONOCIDO POR EL ANTICUERPO MONOCLONAL 3H8.
	IV.3. ESTUDIO DE LA PROTEÍNA Gca1.

	V. CONCLUSIONES.
	VI. BIBLIOGRAFÍA.
	VII. AGRADECIMIENTOS.

