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1. ABREVIATURAS
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2. SUMMARY

Introduction:

The yeast Candida albicans is the most important opportunistic fungi causing
invasive infections in critical patients worldwide and the diagnosis of the invasive
candidiasis is difficult due to the absence of specific signs or symptoms of infection.
The management of the candidiasis is usually based on three different approaches:
(1) the prevention of the invasive candidiasis in patients in risk is based on the a
priori treatment with fluconazole, since there is not a vaccine used in clinical trial
vet; (2) the microbiological diagnosis is made by blood culture, in spite of a
60% of sensitivity; (3) and the treatment is based on a small group of antifungal

drugs with problems like the appearance of antifungal resistance.
Objectives:

The aim of this study was to find proteins which could be good diagnostic markers,
potential vaccines or therapeutic targets by implementing a gel-free proteomic
strategy based on the tryptic digestion of living cells. This technique was used to
obtain peptides from the surface proteins of C. albicans, either from the yeast or
the filamentous cells, in the presence or absence of human serum, as well as from

other Candida species of clinical importance.
Results:

This strategy accomplished the identification of the highest number of surface
proteins described to date, 938 proteins included in a variety of functional groups.
Out of them, 78 were closely related to the structure and function of the cell wall: 31
GPI-anchored proteins and 47 proteins involved in the biogenesis and/or
maintenance of the cell wall. The other identified proteins were included in the
following groups: cell surface proteins, immunogenic proteins, proteins specific
from fungi, proteins related to the antifungal response, proteins related to
pathogenic mechanisms, proteins related to the formation of "biofilms", proteins
associated with response to stress conditions, proteins related with the actin
cytoskeleton and other proteins. Furthermore, this was the first time that the
surface proteins from hyphae stimulated with human serum were analysed. One

hundred thirty nine human serum proteins were detected attached to the C.
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albicans surface. These serum proteins included plasminogen, laminin, proteins

from the complement cascade and apolipoproteins.

Two abundant C. albicans cell surface proteins were selected to evaluate their
putative interest as diagnostic markers or to develop new vaccines against C.
albicans: Ecm33 and Bgl2. Ecm33 is a cell wall protein with a GPI anchor involved
in virulence and Bgl2 is an antigenic B-1, 3-glucosyltransferase involved in cell wall

biogenesis and virulence.

Ecm33 and Bgl2 were expressed in a cell-free system and analysed with a small
number of sera from patients with invasive candidiasis. However, the results from
these assays indicate that additional optimization of them is needed in future. The
potential utility of Ecm33 and Bgl2 as vaccines candidates was also tested in a
mouse model of invasive candidiasis. Interestingly, Bgl2 expressed in Pichia
pastoris was able to protect 25% of the mouse from a subsequent C. albicans
infection, which makes this protein a promising candidate for the development of a
vaccine. Furthermore, in the trial of vaccination with 3 pg of Ecm33, a delay of
between 3 and 5 days in the death of the vaccinated mice versus non-vaccinated

mice was observed.

On the other hand, we observed a significant implication of Ecm33 in the cell wall
biogenesis, since 33% protoplasts from C. albicans Aecm33 could regenerate their
cell walls, opposite to the wild type strain. Finally, after the global analysis of the
identified proteins (938), their abundance (measured by the amount of identified
peptides) and their presence or absence in hyphae stimulated with human serum, a
group of potential interesting proteins for future biomedical applications was

chosen.
Conclusions:

Trypsinization on the living cells and subsequent identification of peptides in a mass
spectrometer Orbitrap is a useful strategy to analyze the proteome of the surface or

"surfome" of yeast and hyphae forms of C. albicans.

This proteomic strategy allowed the detection of a high humber of changes in the
proteome of the yeast cell surface with respect to the hyphae. The most significant
changes were detected in proteins with a GPI anchor and involved in the biogenesis
and maintenance of the cell wall: Hyrl and Sod5 were only detected on hyphae.
Furthermore, the proteomic analysis of the surface proteins from C. albicans

hyphae stimulated with human serum allowed the identification of C. albicans
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proteins not detected in other conditions as phospholipase PIb5, as well as

interesting serum proteins involved in the immune response against this fungus.

C. albicans Bgl2 expressed in P. pastoris used in mouse model immunization assays
showed a 25% of protection against C. albicans infection, being a good candidate

for future studies with new immunization protocols.
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3. INTRODUCCION

3.1. BIOLOGIA DE Candida albicans

Se ha descrito a C. albicans como un hemiascomiceto que divergiéo de
Saccharomyces cerevisiae hace entre 100 y 600 millones de afios (Hedges 2002).
Es un hongo levaduriforme diploide que presenta polimorfismo (Figura 1), convive
en relaciones de comensalismo con mamiferos, incluido el hombre. A nivel clinico es
el hongo mas importante en infecciones de tipo oportunista en pacientes en estado
critico (Calderone, Odds et al. 2009).

Figura 1. Polimorfismo de C. albicans. a. Levadura, b. Hifa, ¢. Pseudohifa
d. Clamidosporas, Tomado de: www.overcomingcandida.com/candida_albicans

Taxondmicamente pertenece al Dominio Eukaryota; Reino: Fungi; Subreino:
Dikarya; Filum: Ascomycota; Subfilum: Saccharomycotina; Clase:
Saccharomycetes; Orden: Saccharomycetales; mitosporic Saccharomycetales;

Género: Candida. Existen alrededor de 150 levaduras en el género Candida, y sélo
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un reducido grupo de ellas ha sido descrito como patdgenos oportunistas en
humanos. C. albicans es la especie mas representativa de este grupo en el que
también destacan, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata, C. guillermondii y
C. krusei. Otras especies se pueden encontrar en sitios geograficos restringidos y

en una proporcion mucho menor (Merenstein, Hu et al. 2013).

Los estudios acerca de la genética de C. albicans han sido relativamente lentos
comparados con los realizados en otros microorganismos, ya que al tener un
genoma diploide y al carecer de un ciclo sexual completo se dificulta la realizacién
de aproximaciones genéticas convencionales. Uno de los hechos mas interesantes
dentro del genoma de esta levadura, es la presencia de reorganizaciones de los
cromosomas en numero y estructura, generando polimorfismos, translocaciones,
deleciones y trisomias (Noble and Johnson 2007). El Stanford Genome Technology
Center inicio la secuenciacién del genoma de la cepa SC5314 en Octubre de 1996 y
culminé 10 afios después con la anotacion completa. A partir de este trabajo se
describio la secuencia del genoma diploide completo (Jones, Federspiel et al. 2004),
en donde se observd la presencia de un ciclo sexual y la diploidia con cromosomas
homodlogos que presentan una alta divergencia (Nantel 2006). Durante mas de un
siglo, C. albicans fue descrito como un hongo imperfecto o asexual debido a la
imposibilidad de obtener formas de apareamiento (“mating forms”) en el
laboratorio. Esta idea fue cuestionada en el momento en que se reconocid una
region de DNA, el Mating Type-Like Locus (MTL) a partir de la secuenciacién del
genoma (Bennett and Johnson 2005). Este /ocus existe como dos alelos, a y a,
involucrados en el cambio entre un fenotipo blanco y otro opaco, lo que se ha

asociado con un rasgo de virulencia (Noble and Johnson 2007).

El genoma de C. albicans es de aproximadamente 13.4 Mb repartido en 8
cromosomas (Braun, van Het Hoog et al. 2005; Butler, Rasmussen et al. 2009) que
poseen 6202 ORFs, de los cuales: 4589 ORFs, el 73.99%, no estan caracterizados;
1461 ORFs, el 23.56%, estan verificados (se ha comprobado su funcion
biolégicamente); y 152 ORFs, el 2.45%, son dudosos (hay datos controvertidos)
(http://www.candidagenome.org/ (Mayo 2012). Asi mismo se conoce que la
mayoria de especies de Candida de importancia clinica estan relacionadas y se
agrupan en un clado Unico, compartiendo caracteristicas como por ejemplo, un
codigo genético alterado, en el que el codén CUG es traducido a leucina en lugar de
serina (Santos and Tuite 1995).

12
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3.2. LA PARED CELULAR DE C. albicans

La pared celular es la parte mas externa del hongo y actla de barrera permeable
protegiendo a la célula de dafios tanto fisicos como osmoticos y confiriendo la
forma. Ademas cumple una importante funcidon nutricional, ya que media la

interaccién entre el microorganismo y el entorno que le rodea.

La pared celular de las levaduras presenta un gran dinamismo degradandose y
sintetizandose constantemente, sufriendo modificaciones importantes, en forma y
en composicidon. Estos cambios son producidos a lo largo del ciclo celular, como
respuesta a distintos estimulos entre los que se encuentran emergencia y
crecimiento de la yema, formacion del septo, separaciéon celular y transicion
dimorfica (Klis, Sosinska et al. 2009).

La pared celular de C. albicans esta formada principalmente por polisacaridos como
beta-glucanos, quitina y en una menor proporcidon por manoproteinas (Figura. 2),
presentando un modelo molecular similar al descrito para S. cerevisiae, del que se
diferencia principalmente por la cantidad de B-1,6-glucano, superior en la pared
celular de C. albicans y en la cantidad de manoproteinas, superior en la pared
celular de S. cerevisiae. La mayoria de los componentes de la pared celular son
polisacaridos (80-90%), mientras que las proteinas representan Unicamente entre

el 5y el 20%, siendo los lipidos el componente minoritario con solo un 1-7%.

La motivacién principal para estudiar la pared celular de C. albicans radica en que
muchas de las funciones bioldgicas relacionadas con la patogenicidad residen en
ella. Otras motivaciones importantes son la identificacion de dianas potenciales
para el desarrollo de nuevos agentes antiflngicos, asi como el hallazgo de epitopos
inmunogénicos para el desarrollo de vacunas y de anticuerpos monoclonales que

son utiles en protocolos de profilaxis (Cassone 2008; Klis, Sosinska et al. 2009).

3.2.1. ESTRUCTURA DE LA PARED CELULAR DE C. albicans

23.2.1.1. POLISACARIDOS DE LA PARED CELULAR DE C. albicans
A. El glucano

Es un polisacarido mayoritario que se encuentra distribuido de manera uniforme a
lo largo de la superficie externa de la célula formando la matriz esencial de la pared

celular, de la cual es el principal componente. Estd formado por la unién de
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moléculas de B-D-glucosa pudiéndose distinguir entre B-1,3-glucano y B-1,6-
glucano en funcién del tipo de enlace predominante (Ruiz-Herrera, Elorza et al.
2006).

e EI B-1,3-glucano:

Es el polimero mayoritario y estd formado por moléculas de D-glucosa enlazadas
linealmente mediante enlaces B-1,3 y ramificados ocasionalmente mediante enlaces
B-1,6 (Manners, Masson et al. 1973). Estas moléculas estan formadas por 1500
residuos de glucosa aproximadamente (Boone, Sommer et al. 1990). Junto con la
quitina, el B-1,3-glucano es responsable de la rigidez de la pared celular,
presentando multiples extremos reductores que le permiten funcionar como un
aceptor de B-1,6-glucano y quitina, facilitando asi la adhesion de los mismos a la
pared celular La sintesis de B-1,3-glucano tiene lugar en la membrana plasmatica
(Lipke and Ovalle 1998; Chauhan, Inglis et al. 2003).

e EI B-1,6-glucano:
Es un polimero altamente ramificado y formado por uniones de tipo B-1,6
principalmente y uniones del tipo f-1,3 ocasionales. Presenta cadenas de
aproximadamente 60 a 600 residuos de glucosa (Kollar, Reinhold et al. 1997). Su
papel en la estructura de la pared es sumamente importante ya que actla como
interconector entre las cadenas tridimensionales de B-1,3-glucano y las proteinas
unidas a la pared celular mediante el grupo GPI (gicosilfosfatidilinositol). La sintesis
de B-1,6-glucano tiene lugar en la membrana plasmatica de forma similar a la

sintesis de B-1,3-glucano (Chauhan, Inglis et al. 2003).

Ambos tipos de glucano se encuentran unidos covalentemente a la quitina mediante
un enlace glicosidico entre una molécula de glucosa del B-glucano y un residuo N-

acetil-glucosamina de la cadena de quitina.

B. La quitina:

Es uno de los componentes mas caracteristicos de la pared de los hongos dado que
no existe en las paredes de bacterias ni plantas. En las células de C. albicans
constituye el componente minoritario de la pared (0.6-9%) y puede llegar a ser
hasta cuatro veces mas abundante en la forma micelial que en la de levadura
(Chattaway, Holmes et al. 1968). Se trata de un polimero lineal formado por
moléculas de N-acetil-D glucosamina unidas por enlaces B-1,4. Las cadenas de

quitina se disponen de forma antiparalela y se asocian mediante puentes de
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hidrogeno formando una estructura fibrilar insoluble que confiere a la pared celular
una gran resistencia (Bulawa 1993; Ruiz-Herrera, Mormeneo et al. 1994). La
quitina esta localizada en la capa mas interna de la pared celular, pegada a la

membrana plasmatica (Figura 2).

C. El manano

El manano forma parte de las manoproteinas localizadas en la parte externa de la
pared celular. También Ilamado fosfomano proteina o complejo fosfopeptidomanano
contiene homopolimeros de manosa (como componente principal), de 3 a 5% de
proteinas y de 1 a 2% de fosfato. Este polimero es responsable de conferir

hidrofobicidad a la superficie celular (Ruiz-Herrera, Elorza et al. 2006).

23.2.1.2. PROTEINAS DE LA PARED CELULAR DE C. albicans

Las manoproteinas de la pared celular se encuentran ampliamente distribuidas, ya
sean secretadas al espacio periplasmico o como componentes de la pared celular,
donde se encuentran de una manera continua desde las capas mas internas a las
mas externas predominando en las capas mas superficiales (Chaffin 2008). Muchas
de estas proteinas pueden estar unidas a la estructura de la pared celular de

distintas maneras:
A. Uniones débiles no covalentes:

Este grupo de proteinas se extraen mediante tratamiento con SDS en caliente
(Castillo, Calvo et al. 2008). Cabe destacar la presencia dentro de este grupo de
proteinas glicoliticas tipicamente citoplasmaticas (Enol, Gadph, Pgk y Adh), pero
cuya presencia real en la pared celular ha sido descrita mediante diferentes

estudios protedmicos (Pitarch, Sanchez et al. 2002).
B. Mediante puentes disulfuro:

Algunas proteasas de la familia Sap y algunas glucanasas como Sun42, Scwl, entre
otras se unen mediante puentes disulfuro. Estas proteinas son extraidas de paredes
aisladas por tratamiento con agentes reductores de puentes disulfuro que las
mantienen unidas a otras proteinas de la pared celular (Castillo, Martinez et al.
2003; Castillo, Calvo et al. 2008).
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p-1-3 glucano Proteinas GPI Fosfolipidos
L~ p-16 glucano Proteinas Pir Esfingolipidos
#= ™y Quitina
- Proteinas con uniones Ergosterol
- no covalentes

Figura 2: Representacion esquematica de la pared celular de C. albicans.
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C. Anclaje tipo glicosilfosfatidilinositol (GPI):

El 88% de las proteinas unidas covalentemente a la pared celular son extraidas
mediante tratamiento con B-1,6-glucanasas y su union se lleva a cabo a través del
grupo glicosilfosfatidilinositol (GPI). A estas proteinas se les denomina proteinas
GPI. Las proteinas GPI se encuentran ampliamente distribuidas entre los
organismos eucariotas tanto inferiores como superiores (Eisenhaber, Bork et al.
2001). En hongos, las proteinas GPI pueden ser incorporadas covalentemente a la
pared celular o bien permanecer unidas a la membrana plasmatica. Las proteinas
GPI pueden estar implicadas en la biosintesis de la pared celular, en su
remodelacién, pueden determinar su hidrofobicidad o su antigenicidad y se piensa
gue poseen un papel importante en la adhesion y la virulencia (Sundstrom, Cutler
et al. 2002; De Groot, de Boer et al. 2004). Aproximadamente el 90% de estas
GPI-CWPs (GPI-cell wall proteins) estan unidas al B-1,3-glucano a través del B-1,6-
glucano. El resto se unen a la quitina a través del B-1,3-glucano. Un analisis in-
silico del genoma completo de S cerevisiae ha permitido describir las caracteristicas
esenciales que presentan las proteinas GPI, las cuales son: presencia de péptido
sefal procesable, una regién rica en treoninas (opcional), un dominio hidrofébico en
el extremo C-terminal y un extremo N-terminal, glicosilado (Caro, Tettelin et al.
1997). Otros estudios en in-silico ha predicho 104 GPI para C. albicans (De Groot,
Hellingwerf et al. 2003).

D. Proteinas Pir:

Aguellas proteinas de pared celular que estan unidas directamente al B-1,3-glucano
a través de un enlace sensible a alcali y sin interconexion con el B-1,6-glucano se
denominan proteinas Pir (Proteins with Internal Repeats). Las proteinas de la
familia Pir comparten varias caracteristicas: presentan un péptido senal en el
extremo N-terminal, contienen un punto de reconocimiento de la proteasa Kex2p
tras los primeros 60-70 aminoacidos del extremo amino terminal, su secuencia
presenta varias repeticiones internas y pueden ser extraidas de la pared celular por
digestion con B-1,3-glucanasas o mediante un tratamiento suave con alcali. Estas
proteinas fueron descritas inicialmente en S. cerevisiae donde la familia Pir se
compone de 4 miembros: Pirl, Pir2/Hsp150, Pir3 y Pir4. Son proteinas muy O-
glicosiladas pero a diferencia de las proteinas GPI no presentan una sefial de
anclaje a GPI. (Russo, Kalkkinen et al. 1992).
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En C. albicans, se ha comprobado experimentalmente la presencia de una Unica
proteina Pir, Pirl, identificada en extractos de paredes celulares tratadas con medio
alcalino (NaOH) (De Groot, de Boer et al. 2004). Posteriormente, por un analisis in-
silico usando las caracteristicas comunes a las proteinas Pir de S. cerevisiae, se
realizd una busqueda en el genoma de C. albicans de posibles miembros de la
familia Pir; en los cuales, ademas de Pirpl sdlo se encontré otro candidato,
IPF7274.

3.2.2. PAPEL DE LA PARED CELULAR DE C. albicans EN LA INTERACCION CON EL
HOSPEDADOR

Se ha descrito que C. albicans es capaz de adherirse a distintos tipos celulares, a la
matriz extracelular y a materiales inertes como protesis, catéteres, etc. (Chaffin,
Lopez-Ribot et al. 1998). Partiendo del hecho de que la pared celular es su
estructura mas externa, tanto las interacciones fisico-quimicas, como el
reconocimiento por el sistema inmunoldgico del hospedador, se desarrollan a partir
de las diferentes macro-moléculas presentes en la pared. Estas moléculas actuan a
modo de receptor frente a ligandos especificos tanto de macréfagos, como de
células epiteliales y endoteliales. Los receptores fungicos de proteinas humanas
estan compuestos principalmente por péptidos y mezclas de mananos y péptidos.
Se ha descrito con anterioridad la heterogeneidad de los sitios anatdmicos que
C. albicans puede invadir, esto refleja la variedad de moléculas que pueden mediar

en el proceso de adhesion de C. albicans (Calderone 1993; Chaffin 2008).

Dentro de la pared celular de C. albicans podemos distinguir diferentes moléculas

implicadas en el proceso de adhesion:
A. Ligandos no proteicos.

Existen moléculas en la superficie de la célula que son capaces de unirse a
receptores glicosidicos (glicoproteinas o glicolipidos) de manera parecida a las
lectinas descrita en muchos mecanismos de adhesion de bacterias (Fukazawa and
Kagaya 1997; Chaffin 2008). Este tipo de interaccién, parece ser de gran
importancia en la adhesién a células epiteliales. En C. albicans se han descrito
varias de estas moléculas parecidas a las lectinas que pueden unirse a L-fucosa, N-
acetilgalactosamina, o glicésidos que contienen N - acetilglucosamina (GIcNAC) de

las células epiteliales favoreciendo la interacciéon con el microorganismo.

18



Introduccion

B. Ligandos proteicos.

Las proteinas de la superficie de C. albicans capaces de unir ligandos con motivos
RGD (Arginina-Glicina-Aspartico) pueden ser consideradas analogos a integrinas
(Hostetter 1999). Dichos motivos RGD estan presentes en proteinas de la matriz
extracelular, fragmento C3 del complemento y fibrindgeno, favoreciendo la
adhesion de C. albicans a dichos compuestos. La superficie de C. albicans también
puede unir factores regulatorios del complemento como el factor H y el FHL-1 vy
regular la ruta alternativa del complemento en su superficie. (Losse, Zipfel et al.
2010).

Las adhesinas mas estudiadas son las pertenecientes a la familia Als. Estas
proteinas poseen varios dominios y debido a su localizacién en la pared celular,
estos dominios adoptan una arquitectura especial y se organizan de una forma
estandar. Contienen una regiéon N-terminal con un péptido sefial, después dominios
para la unioén de ligandos, un centro opcional rico en treonina, dominios altamente
glicosilados que facilitan las interacciones célula-célula, los tallos N- y O-
glicosilados que elevan los dominios de unién a la superficie celular y, finalmente,
las regiones C- terminales que median el anclaje con la matriz a la pared celular,
por unién covalente a través del glycoylphosphatidylinositol (GPI) (Dranginis,
Rauceo et al. 2007).

En C. albicans de las proteinas de la familia Als, son capaces de adherirse a
diferentes ligandos del hospedador, laminina, fibronectina o coldgeno entre otros,
probablemente mediante reconocimiento de secuencias de patrones de aminoacidos
uno de los cuales podria ser: treonina, serina o alanina (Gaur, Smith et al. 2002;
Dranginis, Rauceo et al. 2007; Chaffin 2008).

La proteina Hwp1l es una adhesina que se descubrié originalmente como un gen de
expresion diferencial durante la formacion del tubo germinativo y de la hifa
(Sundstrom, Cutler et al. 2002). La secuencia aminoterminal de la proteina (rica en
prolina y glutamina) es substrato de la transglutaminasa epitelial, lo que contribuye
al anclaje de las células fungicas a las células epiteliales a través de un enlace
covalente muy estable. Diversos estudios en modelos murinos confirman el papel
de esta proteina en la adhesion y virulencia de C. albicans (Staab, Bradway et al.
1999). La proteina Eaplp es otra adhesina que media unién al plastico. El genoma
de C. glabrata especialmente es rico en genes de la familia de las Eap (Li and
Palecek 2003).
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3.3. PROCESO INFECCIOSO DE C. albicans éCOMENSAL O
PATOGENO?

Se ha descrito a C. albicans como el hongo que con mayor éxito ha establecido
relaciones de comensalismo con organismos superiores, principalmente mamiferos,
de hecho es dificil aislarlo del medio ambiente. Estudios epidemioldgicos en
diferentes zonas geograficas del mundo describen que aproximadamente el 60% de
la poblacidén se encuentra colonizada por esta levadura (Mavor, Thewes et al. 2005;
Calderone, Odds et al. 2009). Los nichos que coloniza son la cavidad oral, el tracto
gastrointestinal y el tracto genito-urinario. En individuos inmunocompetentes es
capaz de invadir los epitelios vaginal y oral, y en individuos con inmunocompromiso
severo puede diseminarse por torrente sanguineo y crecer en diversos 6rganos
internos, siendo la causa de la muerte del individuo. Estos nichos se diferencian por
diversos aspectos, tales como pH, nutrientes y componentes del sistema
inmunoldgico a los que se adapta C. albicans gracias a su plasticidad genética y a la
compleja regulacion de sus genes que hace posible que se comporte como

comensal y como patdégeno (Brown, Odds et al. 2007).

Con el fin de establecer una infeccién, los microorganismos patdgenos oportunistas
como C. albicans deben aprovechar las deficiencias del sistema inmune para
sobrevivir y multiplicarse en los sitios anatdomicos que normalmente han colonizado
y, adicionalmente, tener la capacidad de diseminarse y establecerse en nuevos
nichos donde afectan de forma grave la homeostasis del hospedador. Algunos
genes involucrados en estos procesos son expresados diferencialmente para
adaptarse a diferentes condiciones de pH, mantener la integridad de la pared
celular y/o garantizar la transicion dimorfica que es un proceso esencial en el paso

de comensal a patégeno (Yang 2003).

Los rasgos de virulencia de los microorganismos pueden ser agrupados segun la
etapa del proceso infeccioso en la que son utilizados. En un primer grupo se
encontrarian aquellos que los facultan para sobrevivir y colonizar a su hospedador y
en el segundo estarian agrupados los rasgos o factores de virulencia que los
facultan para invadir y producir la sintomatologia clinica infecciosa. Los rasgos de
virulencia del primer grupo constituyen las caracteristicas minimas o innatas que el
microorganismo tiene para sobrevivir dentro de un organismo superior. El mas
relevante es la adaptacién a la temperatura fisioldgica de 37°C y en general a todas
las condiciones medioambientales del nicho que “colonizan”; siendo esta

colonizacién la primera etapa del proceso infeccioso. Estos rasgos innatos los
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poseen todos los microorganismos que forman la microbiota del ser humano,
incluida C. albicans. El sistema inmune cumple una funcién esencial en el control de
estos microorganismos; sin embargo, si este sistema falla, los microorganismos
como C. albicans se convierten en patdégenos expresando los rasgos de virulencia
del segundo grupo que los facultan para diseminarse e invadir nichos diferentes y
en ocasiones matar a su hospedador. La patogenicidad de C. albicans es un proceso
multifactorial regulado por mas de un determinante de virulencia entre los que se
incluyen: capacidad de adhesidon, produccién de hidrolasas extracelulares,

transicion morfoldgica e intercambio fenotipico (Calderone and Fonzi 2001).

3.3.1. MECANISMOS MOLECULARES DE LA ADHERENCIA DE C. albicans

El primer paso para que se establezca la infeccion es la adherencia (Fu, Meng et al.
2008). Tanto C. albicans como otras Candida spp de importancia clinica tienen la
capacidad de adherirse no solo a las células del hospedador, sino a dispositivos
médicos por medio de la formaciéon de biofiims (Yang 2003). Se han descrito
diferentes proteinas como las Als (Agglutinin-like sequence), Hwp1, Intl y Mntil,
que se unen a varios receptores en la matriz extracelular entre los que se
encuentran fibronectina, laminina, fibrindgeno y coldgeno tipo I y IV (Rauceo, De
Armond et al. 2006). La familia Als incluye al menos 9 genes que codifican para
glicoproteinas con anclaje tipo GPI y su expresion esta regulada por los cambios en
el ambiente, la morfologia y las diferentes fases de crecimiento de la levadura
(Hoyer 2001). Estudios con RT-PCR mostraron su expresion diferencial en
respuesta a estimulos especificos in-vitro, por ejemplo durante la morfogénesis de
hifas, donde se detecta enriquecimiento en Als3 (Murad, Leng et al. 2001; Johnson,
Cano et al. 2005; Kadosh and Johnson 2005; Sorgo, Heilmann et al. 2010;
Sosinska, de Koning et al. 2011). Todos los genes ALS se expresaron tanto en
muestras clinicas como en los modelos de infeccién y pruebas in vitro; sin
embargo, parece que ALS6 y ALS7 se expresan en niveles mas bajos con relacion
ALS4 en muestras vaginales. Estos resultados junto a los estudios in-vitro apoyan
la idea de que los genes ALS podrian estar diferencialmente regulados de un modo

nicho especifico (Gow, van de Veerdonk et al. 2012).

Por otra parte, la adhesina codificada por el gen HWP1 contiene un dominio N-
terminal expuesto en la superficie de la célula que promueve fuertes interacciones
entre C. albicans y las células del hospedador, ademas de estar implicada en la
formacion del tubo germinativo garantizando que la unidn con las células epiteliales

sea estable y no reversible (Staab, Bradway et al. 1999; Ene and Bennett 2009).
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Hwpl se expresa durante el desarrollo de las hifas y se ha descrito como una
proteina especialmente expresada en las hifas (Staab and Sundstrom 1998). La
produccidon de Hwpl ha sido confirmada por inmunohistoquimica en el modelo de
raton de infeccion sistémica (Sundstrom 2002). Por otro lado, la proteina Intl
juega un papel importante en la induccién de cambios morfoldgicos en respuesta a
sefales extracelulares, lo que ha sido comprobado por medio de mutantes carentes
de esta proteina que disminuyen su adhesion a las células epiteliales en un 40%
(Gale, Bendel et al. 1998; Kinneberg, Bendel et al. 1999). Ademas, se conoce que
en el proceso de adherencia Mntl, proteina de membrana que se requiere para la
sintesis del manano en la pared celular, se expresa abundantemente, (Yang 2003).
Todas estas proteinas estarian relacionadas con el éxito de C. albicans en la
colonizacién de mucosas y piel y con su capacidad de comportarse como un

patogeno oportunista (Ghoneum, Grewal et al. 2003).

3.3.2. MECANISMOS MOLECULARES DE LA INVASION TISULAR MEDIADOS POR
ENZIMAS

Se han descrito enzimas extracelulares como proteasas, fosfolipasas y lipasas, que
cumplen una funcién importante en la nutricién, el dafo al tejido, la invasién y
diseminacion, la adquisicién de hierro o la evasién de la respuesta inmune durante
la etapa de invasion tisular (Karkowska-Kuleta, Rapala-Kozik et al. 2009). Con el
objetivo de comprender los mecanismos de invasién, se han realizado diversos
estudios en modelos tanto ex vivo como in vivo donde se examina la respuesta

transcripcional en distintos modelos biolégicos como:

e La fagocitosis por neutréfilos (Rubin-Bejerano, Fraser et al. 2003) y por
macréfagos (Lorenz, Bender et al. 2004).

e La exposicion a sangre humana (Andes, Lepak et al. 2005) y fracciones de
sangre (Fradin, De Groot et al. 2005).

e La invasion en tejido epitelial humano reconstituido en higado y rifiones de
cerdo perfundidos (Andes, Lepak et al. 2005; Thewes, Kretschmar et al.
2007).

e Infecciones peritoneales en ratén (Thewes, Kretschmar et al. 2007).

Estos estudios han puesto de manifiesto la importancia de la regulacion de la
expresion génica asociada a la adaptacién a los distintos micro-ambientes durante
el proceso infectivo; demostrando que C. albicans tiene la capacidad de alterar su

transcriptoma y su proteoma, tanto para adaptarse a distintos niveles metabdlicos
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como para inducir la expresion de enzimas y proteinas necesarias para la invasion

tisular.

Dentro de las proteasas se han descrito las aspartil proteinasas secretadas
(Saps) como unas de las mas importantes, pues degradan un amplio espectro de
proteinas entre las que se encuentran la albumina, la hemoglobina, la queratina y
la inmunoglobulina A (Yang 2003). La familia de genes Sap incluye al menos 10
genes (Sap1-Sap10) que codifican enzimas similares en funcién pero diferentes en
propiedades como masa molecular, punto isoeléctrico y pH éptimo de actividad
(Parra-Ortega, Cruz-Torres et al. 2009). Estudios in-vitro han demostrado que
Sapl, 2 y 3 son expresadas solo en la fase levaduriforme, mientras que Sap4, 5y 6
se expresan en la fase de transicion hacia hifa. También se ha detectado un orden
secuencial de expresion de estos genes en modelos de epidermis humana: primero
se expresan Sapl y Sap2 durante la invasion temprana, seguidas por Sap8 que se
expresa en la penetracion extensiva y finalmente Sap6 que aparece en el
crecimiento extensivo de la hifa. En modelos ex-vivo, e in-vivo se ha visto que
SAP1, SAP3, SAP4, SAP7 y SAP8 se correlacionan con candidiasis mucocutanea
oral, mientras que la expresion SAP1, SAP3 y SAP8 se asocia con infeccion vaginal
(Naglik, Rodgers et al. 2003) Por otra parte, la expresion de SAP7 no ha sido
detectada in-vitro, pero si se ha visto en asilamientos clinicos. Por lo tanto, la
expresion génica de estas proteasas sugiere que los diversos miembros de la
familia se expresan en etapas y nichos especificos (Schaller, Schafer et al. 1998;
Staib, Kretschmar et al. 1999; Naglik, Rodgers et al. 2003; Taylor, Staib et al.
2005). La expresion diferencial de los miembros de la familia SAP podria deberse a
la diversidad de los sustratos disponibles propios de cada microambiente. Ademas,
se cree que la expresidon de algunos genes de estas proteasas pueden ser regulados
indirectamente a través de la actividad proteolitica de los miembros de la familia
(Hube, Monod et al. 1994; Naglik, Challacombe et al. 2003; Castillo, MacCallum et
al. 2011; Gow, van de Veerdonk et al. 2012).

Las Fosfolipasas (Pl) son otras enzimas hidroliticas secretadas que también se
han relacionado con los procesos de patogénesis de C. albicans. Su actividad es
muy elevada durante el proceso de invasion de tejidos, ya que estas enzimas son
las responsables de hidrolizar las uniones éster de los glicerolfosfolipidos que se
encuentran en la membrana celular. Se han identificado 4 fosfolipasas: A, B, Cy D,
de las cuales sdlo la fosfolipasa B (Plb) ha demostrado ser necesaria para la
virulencia, debido a su actividad de hidrolasa y lisofosfolipasa-transacilasa

(Karkowska-Kuleta, Rapala-Kozik et al. 2009). La fosfolipasa B Se ha detectado
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inmunoldgicamente en la mucosa gastrointestinal en modelos de infeccion sistémica
en ratones (Schaller, Borelli et al. 2005). Adicionalmente, el uso de RT-PCR mostrd
gue existe una expresion diferencial de PLB1 y PLB2 en muestras de infecciones
humanas en mucosa oral y vaginal (Naglik, Challacombe et al. 2003). C. albicans
también expresa al menos 10 lipasas (Lip1-Lip10) que hidrolizan uniones ester de
mono, di y triacil-gliceroles (Schaller, Borelli et al. 2005). En un modelo de
peritonitis por C. albicans en ratones se detectaron Lip5, Lip6, Lip8, y Lip9 (Hube,
Stehr et al. 2000).

3.3.3. TRANSICION DIMORFICA

La habilidad que tiene C. albicans de cambiar de morfologia celular pasando de
levadura a forma filamentosa de manera reversible dentro del hospedador es uno
de los rasgos esenciales para su paso de comensal a patdégeno (Yang 2003). El
crecimiento de formas filamentosas tiene ventajas en la penetracion del tejido,
debido a que en su punta se encuentra el sitio de secrecion de enzimas facilitando
dicha penetracion. En general, el estado levaduriforme predomina durante la
colonizacién en el hospedador sano, mientras que la hifa emerge cuando
disminuyen las defensas y se presentan otros factores entre ellos cambios

nutricionales y hormonales (Jacobsen, Wilson et al. 2012).

Se han publicados varios hallazgos que sustentan la hipotesis de que la produccion
de filamentos es requerida para la virulencia. El primero y mas representativo es
que una cepa mutante para el gen EFGI1, incapaz de producir filamentos, es
avirulenta en un modelo de ratones (Lo, Kohler et al. 1997). Otras observaciones
gue refuerzan la hipdtesis son que la formacion de filamentos se estimula en
condiciones de crecimiento en el hospedador 37°C en suero con pH neutro, que los
tubos germinales tienen una capacidad de adhesién mayor que las levaduras y que
las levaduras capturadas por macréfagos son capaces de producir filamentos y lisar

estas células, lo cual es una forma de evadir la respuesta inmune (Gow 2002).

3.3.4. “SWITCHING” FENOTIPICO Y ADAPTACION A DIFERENTES NICHOS

Otra caracteristica visible de C. albicans es que sus colonias pueden variar su
fenotipo con una alta frecuencia (entre 10* a 10™!). Estos cambios incluyen
colonias lisas, rugosas, estrelladas, aterciopeladas, aracniformes, con bordes
irregulares, etc., siendo el cambio de colonia blanca y lisa a opaca y rugosa el
fenotipo que se ha relacionado con patogenicidad (Soll 2009). La regulacidon génica

que dirige este cambio aln no se conoce, sin embargo algunos estudios indican que
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las colonias opacas tiene una capacidad mayor de colonizar pero son menos
virulentas que las células pertenecientes a colonias blancas de C. albicans. Algunos
de los genes que se expresan en las células de fenotipo opaco son las proteasas
Sapl y Sap3 (Yang 2003; Soll 2009).

Otra de las condiciones que varia ampliamente en los distintos nichos ecoldgicos de
C. albicans es el pH y la familia de genes PHR codifica para diferentes
glicoproteinas que son regulados por esta condicidn. La expresion del gen PHR1 es
inducido cuando el pH del medio es mayor a 5.5 y es reprimido cuando los valores
de éste son menores, mientras que el PHR2 actua de forma similar pero en pH
acido (Fonzi 1999; Calderon, Zavrel et al. 2010).

Ademas del pH, factores como la temperatura, la densidad celular y la
concentracion de glucosa regulan la expresion de diferentes genes involucrados en
los procesos de adaptacion y morfogénesis que le permiten al hongo comportarse

como comensal y/o patdgeno segun el microambiente en el que este (Ernst 2000).

Por otra parte, C. albicans debe asimilar nutrientes para multiplicarse, colonizar y/o
invadir tejidos y asi desarrollar un proceso infeccioso. Estudios con la tecnologia de
“microarrays” sugieren que hay cambios significativos en los programas
metabolicos relacionados con el carbono. Asi, las levaduras en interaccion con
macroéfagos o neutrdéfilos utilizan preferencialmente las vias de beta-oxidacion de
acidos grasos y la via del glioxilato, en lugar de la ruta glicolitica. Por el contrario,
las células de C. albicans en interaccion con plasma o tejidos utilizan la glucolisis y
el ciclo de Krebs. (Fradin, De Groot et al. 2005; Thewes, Kretschmar et al. 2007).
Estas observaciones globales se ven reforzadas por estudios de conjuntos de genes
de C. albicans y de mutantes que carecen de los genes individuales (revisado en
(Gow, van de Veerdonk et al. 2012).

También existen cambios importantes en el metabolismo de nitrégeno. Al parecer,
la interaccién con neutrofilos o la formacion de bio-peliculas induce la biosintesis de
aminoacidos de forma simultdnea al aumento de la secrecidon de diversas SAPs,
posiblemente por su contribucidon al catabolismo de proteinas. Sin embargo, la
activacion de la biosintesis de aminoacidos no se observa en la invasion tisular, lo
que seria coherente con la observacion de que la inanicion de aminoacidos no

atenda la virulencia de C. albicans (Brand, MacCallum et al. 2004).

Los genes implicados en la captura y asimilacion de hierro y de fdsforo son

activados durante el desarrollo de invasion tisular. (Fradin, Kretschmar et al. 2003;
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Fradin, De Groot et al. 2005). Tanto los sensores de pH, como proteinas implicadas
en la asimilacién del hierro se consideran necesarios para la capacidad patogénica
de C. albicans (De Bernardis, Muhlschlegel et al. 1998; Ramanan and Wang 2000).

3.3.5. RESPUESTA ADAPTATIVA AL ESTRES Y EVASION DE LA RESPUESTA INMUNE

En condiciones de desequilibrio del sistema inmunoldgico del hospedador,
C. albicans también es capaz de contrarrestar las células fagocitaras mediante
respuestas adaptativas al estrés, por ejemplo se ha observado que la capacidad
patogénica de C. albicans se atenua por inactivacion de los genes que codifican
para las enzimas catalasa, superdxido dismutasa o flavohemoglobina. Estas
enzimas estan implicadas en la desintoxicacién de radicales libres de oxigeno que
se producen en le fagosoma (Wysong, Christin et al. 1998; Martchenko, Alarco et
al. 2004). Igualmente se ha observado que si se interrumpe HOG1, que codifica
una proteina kinasa activada por estrés osmatico y responsable de la resistencia al
estrés oxidativo, se disminuye la capacidad patogénica de C. albicans. Estos hechos
muestran que la capacidad de adaptacion a condiciones de estrés es un rasgo de

virulencia esencial (Smith, Nicholls et al. 2004).

Los resultados obtenidos en los diferentes estudios enfocados en la busqueda de
rasgos de virulencia de C. albicans han dilucidado funciones especificas de proteinas
presentes en la pared celular relacionadas con su capacidad de evadir la respuesta
inmunitaria del hospedador tanto a nivel celular como a nivel humoral (los detalles
de esta respuesta inmunitaria se describen en el apartado siguiente). Se ha descrito
gue proteinas de la superficie celular de C. albicans como Gpm1l y Pral son
capaces de unir elementos reguladores de la cascada del complemento como el
Factor H (Poltermann, Kunert et al. 2007). Igualmente se ha descrito la integrina
Intl como receptor para la fraccion B de C3 (Hostetter 2008). En otros estudios se
ha observado que la respuesta inmune frente a las proteinas Als3 y Hgcl activa la
produccion de citoquinas anti-inflamatorias (Phan, Myers et al. 2007, Wilson and
Hube 2010). También se ha descrito que gracias al fendmeno de la transicidn
dimorfica C. albicans es capaz de resistir a la muerte dentro de los fagocitos siendo
capaz de lisarlos con el apice de la hifas (Schaller, Borelli et al. 2005). Estos son
algunos ejemplos de las adaptaciones moleculares de C. albicans para explicar su

capacidad de convertirse en patégeno oportunista.

Asimismo, estudios de filogenia molecular de C. albicans, documentados
principalmente a través de la técnica MLST, revelan que esta levadura como otros

microorganismo comensales no posee una distribucién clonal. Esta caracteristica,
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unida al hecho de la variedad de nichos que coloniza y al despliegue génico que
requiere para la adaptacién a cada ambiente, hizo que en los afios 70 se planteara
la existencia de biotipos; sin embargo, hasta la fecha no se han descrito
caracteristicas que definan esto biotipos (Bougnoux, Tavanti et al. 2003; Odds,
Bougnoux et al. 2007). De acuerdo con esto, se puede definir a C. albicans como
un microorganismo experto en la colonizacién de distintas mucosas humanas,
gracias a una gran plasticidad génica que la faculta para producir cuadros
infecciosos generalizados y profundos comprometiendo la supervivencia de

pacientes en estado critico.

En resumen, el proceso invasivo de C. albicans se inicia cuando las levaduras son
capaces de alcanzar al torrente sanguineo y a continuacion adherirse a células
endoteliales de la vasculatura (Klotz and Smith 1992; Clemons, Calich et al. 2000),
posteriormente invaden dichas células induciendo su propia endocitosis (Clemons,
Calich et al. 2000) y, una vez dentro de ellas, C. albicans las dafia hasta llegar a
producir su muerte (Fratti, Belanger et al. 1998). La lesion de las células
endoteliales ocasiona la pérdida de integridad del revestimiento vascular
permitiendo que el patégeno pueda invadir los tejidos profundos (Clemons, Calich
et al. 2000). Por otra parte, las células endoteliales responden sintetizando una
variedad de citoquinas pro-inflamatorias y la expresion de moléculas de adhesion
tipicas en leucocitos (Orozco, Zhou et al. 2000). Estos mediadores pro-inflamatorios
reclutan leucocitos en el sitio de la invasion amplificando las senales pro-
inflamatorias y produciendo enfermedades graves que comprometen severamente

la vida del hospedador (Clemons, Calich et al. 2000).

3.4. RESPUESTA INMUNE A C. albicans

La contribucion de la inmunidad celular al control de las micosis es esencial.
Esta caracteristica se hace evidente principalmente por las siguientes
observaciones: (1) el estado neutropénico es un factor predisponente para
una micosis sistémica, (2) en todos los estudios histopatologicos de la
invasion tisular de hongos donde hay resolucidén de la infeccién siempre se
observa inflamacion granulomatosa y (3) la presencia de micosis
mucocutanea en pacientes con el Sindrome de Inmunodeficiencia Humana
(Blanco and Garcia 2008).
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Mientras que la importancia de la inmunidad celular es evidente, el papel de
la inmunidad humoral ha estado sujeta a controversia (Polonelli, Casadevall
et al. 2000); de hecho, hasta hace pocos afios se consideraba que la
inmunidad humoral no tenia una participaciéon relevante en la defensa
contra hongos. Sin embargo, actualmente existen varios estudios que han
contribuido al conocimiento a nivel molecular de la respuesta humoral frente
a antigenos fungicos y a la funcion y aporte individual de varias de las
proteinas implicadas en la respuesta inmune innata y adaptativa frente a los
hongos; siendo la levadura C. albicans el modelo de estudio en muchos
casos (Carvalho, Cunha et al. 2012).

3.4.1. RESPUESTA INMUNE INNATA

La respuesta innata del sistema inmune del hospedador, se caracteriza por ser una
respuesta constante y repetitiva ademas de inespecifica, compleja y normalmente
muy eficiente en la eliminaciéon de los microorganismos. La inmunidad innata es la
primera linea de defensa, por lo cual su activacion es inmediata e irremplazable.
Los componentes efectores de esta respuesta principalmente son tres: células que
responden de forma inespecifica a microorganismos esencialmente fagocitandolos,
el sistema del complemento y los péptidos antimicrobianos (Medzhitov and Janeway
1997; Romani 2004).

En la inmunidad innata mediada por células los neutréfilos desempenan un papel
central en la respuesta inmune frente a hongos. Estos fagocitos ejecutan
mecanismos de defensa tales como la fagocitosis, su principal efecto, ademas de
producir péptidos antimicrobianos, proteinas de la fase aguda de la inflamacién vy
sustancias quimiotacticas que amplifican la sefal proinflamatoéria, para destruir al
microorganismo (Losse, Zipfel et al. 2010; Collette and Lorenz 2011). De hecho, un
marcador clinico decisivo para el inicio de una terapia empirica antifungica es la
permanencia en estado neutropénico por mas de 5 dias (Lionakis and Netea 2013).
Igualmente, se ha descrito que en pacientes que tienen deficiencia de adhesién de
los granulocitos, por la ausencia de p2-integrinas, presentan una alta
susceptibilidad a las infecciones flngicas (Soloviev, Fonzi et al. 2007). Otras células
esenciales en la respuesta innata son los macréfagos, los cuales ademds de
fagocitar ejercen funciones de células presentadoras de antigeno, siendo el vinculo

entre la inmunidad innata y la especifica (Romani 2004).

Ha sido descrito que C. albicans presenta patrones moleculares asociados a

patégeno, PAMPs (Pathogen-Associated Molecular Patterns), los cuales son
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reconocidos por los monocitos y subsecuentemente por los macrofagos. Este
reconocimiento estd mediado por al menos 4 sistemas caracterizados: (1) El
receptor de manosa (RM) que reconoce los residuos de manosa de las
manoproteinas, (2) Los Receptores Toll, especialmente TLR4 que reconoce
esencialmente O-mananos, (3) el complejo Decina-1/TLR2, que reconoce -
glucanos y (4) el complejo Galectina-3/TLR2 que reconoce [B-1,2-mandsidos.
Ademas, C. albicans puede unirse a TLR9, Dectina-2, Mincle, SCARF1/CD36 y
NLRP3 los cuales no tienen bien definido el PAMP al que se unen. La unién a los
receptores TLR4 y TLR2 pueden inducir sefiales pro-inflamatorias, para iniciar una
respuesta tipo Thl (Ferwerda, Netea et al. 2010; Saijo and Iwakura 2011). La
unién de B-glucanos a TLR2 puede en algunas ocasiones estimular la produccién de
IL10 y TGFB por parte de los Linfocitos T reguladores e iniciar su expansion clonal,
pero también es capaz de inducir citoquinas pro-inflamatorias como TNFa o IL-6 en
otras sub-poblaciones de linfocitos T. El efecto pro-inflamatorio de TLR2 puede ser
amplificado por Dectina-1 y por Galectina-3. Ademas, las senales generadas por la
activacion de Dectina-1 inducen IL-2, IL-10 y producen una respuesta Thl7,
independiente de su interaccion con TLR2; y el receptor de la manosa induce un

efecto pro-inflamatorio (Gow, van de Veerdonk et al. 2012).

Otras rutas menos caracterizadas incluyen la produccion de citoquinas inflamatorias
a través de Dectina-2 (reconoce estructuras con varias manosas), Mincle (PAMP
desconocida) y CDC36/SCARF (reconoce [3-1,3-glucano). El reconocimiento de
C. albicans por los macrofagos causa, por tanto, una transduccion de sefiales que
tiene como consecuencia la produccion de mediadores de la inflamacion, la
sobreexpresion de moléculas de adhesion de la superficie celular, la fagocitosis vy la
produccion de compuestos toxicos como las especies reactivas de oxigeno (ROS) y
las especies reactivas de nitrégeno (RNS) (Gil and Gozalbo 2009; Bourgeois, Majer
et al. 2010; Netea, Gow et al. 2010).

El sistema del complemento agrupa un numero importante de proteinas
plasmaticas y de membrana que desempefian papeles muy importantes en la
respuesta inmune inespecifica temprana; después de su activacidon, se generan
péptidos con notable actividad pro-inflamatoria y opsonizante, ademas de la
formacion del complejo de ataque a membrana con accién litica directa
principalmente en bacterias Gram negativas (Janeway and Medzhitov 2002).
Ademas se ha descrito actividad antimicrobiana en péptidos generados a partir de

la fraccion C3a (Sonesson, Ringstad et al. 2007).
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El sistema del complemento se activa espontaneamente y constantemente en
presencia de lectinas, paredes celulares de microorganismos y/o anticuerpos. Esta
activacion puede con llevar a la muerte del microorganismo por ataque directo con
el complejo de la membrana celular. Una vez activada esta cascada de 9 proteinas,
sus diferentes dominios y factores de activacion pueden ejercer diversas funciones
desde opsonizacidn, quimiotaxis, vasodilatacién y actividad antimicrobiana, entre
otros, hasta la lisis de la célula. En C. albicans se sabe que se activa la via del
complemento, tanto por la via clasica por uniéon de Clqg a la fraccién CH3 de las
inmunoglobulinas IgG e IgM unidas a la superficie del hongo, como por la via
alternativa, por la activacion directa de C3, por unién directa con la pared celular
del hongo. Sin embargo, no se ha observado la produccién del poro en la
membrana celular del hongo. Varios autores lo explican basandose en la posible
proteccidon estérica que ejerce la pared celular; sin embargo, como se menciona en
otros apartados, el complemento tendria una funcién antifingica mas importante a
nivel de opsonizar al patdogeno y producir péptidos antimicrobianos (Medzhitov and
Janeway 2002).

La produccion de péptidos antimicrobianos por parte de la inmunidad innata es un
mecanismo importante que continla siendo motivo de estudio. Estos péptidos
muestran un amplio rango de actividad antimicrobiana, frente a virus, bacterias y
hongos. El mecanismo de accién directo de estos péptidos es atacar las membranas
de los microorganismos alterando su permeabilidad selectiva y rompiendo la
homeostasis celular lo que causa la muerte celular. También se cree que tienen
efecto inmunomodulador siendo particulas quimiotacticas para células fagociticas
(Aerts, Francois et al. 2008; Hirsch, Jacobsen et al. 2008; Steinstraesser, Koehler
et al. 2008). Hasta la fecha se desconocen receptores especificos que dirijan
respuestas concretas, sin embargo se ha detectado la induccién de la produccién de
TNF-a, IL-1 e IFNy, citoquinas de la fase aguda de la inflamacién (Ganz 2002).
Aunque se han realizado muchos progresos en los Ultimos afios, la base molecular
completa del modo de accion antimicrobiana, para estos péptidos debe
desentrafiarse. Un ejemplo es el péptido LL37 producido por neutrofilos (Aerts,
Francois et al. 2008).

3.4.2. RESPUESTA INMUNE ADAPTATIVA

Una vez que C. albicans es fagocitada, procesada y presentada, acciones
realizadas por células presentadoras de antigeno (CPA), tanto por macréfagos como

por células dendriticas, se desencadena la respuesta de tipo adaptativo. Esta
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respuesta depende de las sefiales que envien las CPA a los linfocitos T, LTCD4%, lo
cual definird el proceso de maduracién de la respuesta adaptativa. Una respuesta
celular especifica temprana tipo Thl se correlaciona con una respuesta protectora,
en la que se promueve la respuesta de tipo celular, que asegura la eliminacion de la
levadura. Mas recientemente, también se ha visto la importancia de una respuesta
Th17 en este desenlace positivo. Esta respuesta conduce a un proceso inflamatorio
agudo que involucra directamente a los neutrofilos entre otras células. La respuesta
Th17 al parecer, en el caso de Candida spp, debe darse casi simultdaneamente a la
Th1l. Una respuesta temprana dirigida por un perfil Th2 se asocia a una respuesta

disfuncional frente a este patdégeno (Gauglitz, Callenberg et al. 2012).

Por otro lado y contrario a la apreciacidn inicial acerca de la contribucion positiva de
la inmunidad mediada por anticuerpos en la candidiasis, hoy en dia se ha
demostrado que esta respuesta, aunque no es capaz por si misma eliminar a los
hongos, entre ellos a C. albicans, si que puede proteger contra la infeccion, esto
sujeto a: si los anticuerpos son “protectores” y si estos estan en suficiente cantidad
para atacar al hongo. Un anticuerpo es protector cuando cumple por lo menos
alguna de las siguientes funciones bioldgicas: la prevencién de la adhesion, la
neutralizacién de toxinas, la opsonizacion mediada por anticuerpo o la citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpos mediada por células Natural Killer (NK) (Bikandi,
Moragues et al. 2000). Estos hallazgos han sido apoyados por la experiencia actual
de la inmunizacién pasiva con anticuerpos anti-Hsp90 de C. albicans, los cuales
mejoran el prondstico del paciente con candidiasis invasiva (Raska, Belakova et al.
2008). Actualmente la inmunoterapia con estos anticuerpos estd en fase 2 de
ensayos clinicos, para ser utilizada de forma rutinaria en pacientes. Las
explicaciones de los resultados negativos obtenidos histéricamente en ensayos de
inmunizacién pasiva con sueros policlonales se argumenta con: cantidades
inadecuadas de anticuerpos protectores, la presencia de anticuerpos no protectores
o de baja especificidad y/o la presencia de anticuerpo de un isotipo no protector
(Polonelli 2000). La eficacia protectora de los anticuerpos contra los hongos
depende directamente de la composicion relativa y la proporcion de anticuerpos
protectores y no protectores, ademas de la cantidad, la especificidad el isotipo y el

idiotipo de los anticuerpos (Parra, Gonzalez et al. 2005; Torres, May et al. 2005).

El sistema inmune funciona como un todo y cada uno de sus componentes
contribuye a la defensa del hospedador. Algunos componentes contribuyen mas que
otros en determinadas circunstancias, pero todos son importantes para la respuesta

protectora contra la infeccion. El tipo de inmunidad mediada por células es critico

31



Introduccion

en la determinacion la resistencia o susceptibilidad a la infeccion por hongos. En
general, respuesta celular de tipo Thl y Th17 son esenciales para la eliminacion de
los hongos, mientras que una respuesta inicial mediada por Th2 por lo general se
traduce en susceptibilidad a la infeccién o a una respuesta alérgica (Hemmann,
Blaser et al. 1997; Noverr, Phare et al. 2001).

3.5. PRESENTACIONES CLINICAS DEL GENERO Candida

Las levaduras del genero Candida pueden estar implicadas en diversos cuadros
clinicos y en diversas localizaciones anatdmicas describiéndose diferentes formas
clinicas de la infeccién: localizadas, diseminadas-profundas, invasivas y alérgicas.
La infeccién localizada puede darse tanto en las mucosas (bucal, digestiva, genital y
pulmonar), como en la superficie de la piel en la zona interdigital, ufias, zona del
panal y foliculos pilosos. Dentro de las formas diseminadas-profundas pueden
observarse candidiasis mucocutanea crénica o formas granulomatosas en los
organos infectados. Las presentaciones clinicas invasivas pueden alcanzar
diferentes sistemas como el aparato genito-urinario y los rifiones, el sistema
circulatorio y el corazén y el sistema nervioso central, pudiendo llegar a todos ellos
complicandose con septicemia. También se han descrito formas alérgicas en

Candidides, eccema y episodios asmaticos (Calderone, Odds et al. 2009).

Dentro de estos cuadros clinicos la candidiasis de la mucosa vulvovaginal es la
micosis mas comun en la poblacién inmunocompetente. Se presenta en el 60% de
las mujeres en edad fértil y alrededor de un 80% en mujeres embarazadas (Pfaller,
Messer et al. 1998; Andrews, Fleener et al. 2007; Pfaller, Castanheira et al. 2010),
mientras que la candidiasis invasiva aguda es la presentacién clinica mas comun en
los pacientes criticos con inmunocompromiso y es en la que se centrard este
trabajo. En la forma aguda normalmente no hay una sintomatologia definida, se
desarrolla principalmente durante el periodo de neutropenia y se relaciona con la
positividad de los hemocultivos y el hallazgo del érgano interno infectado (van der
Meer, van de Veerdonk et al. 2010).

Existen factores de riesgo inherentes al individuo que favorecen la aparicidon de la
candidiasis invasiva, entre estos se encuentran estados en los cuales existe
inmunocompromiso, como en el caso de pacientes con tumores soélidos, sindrome
de inmunodeficiencia humana (SIDA), disfunciones endocrinas como la diabetes,
defectos en funcién o numero de linfocitos, neutropenia y/o anomalias en

fagocitosis. Ademas existen otros factores externos al individuo como los mecanicos
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que incluyen traumatismos, quemaduras y heridas, factores iatrogénicos como
tratamientos con antibidticos, procesos quirlrgicos a gran escala, trasplantes de
organos solidos y/o largas hospitalizaciones en unidades de cuidados intensivos que
incluyen normalmente uso de catéteres en procedimientos de cateterizacién venosa

central y nutricién parenteral (Pappas 2006).

La mayoria de candidiasis invasivas se originan por la invasién de Candida spp del
epitelio gastrointestinal y su paso al torrente sanguineo (Magill, Swoboda et al.
2009). Esto significaria que la infeccion es precedida por la colonizacién, lo que es
apoyado por varios trabajos donde se destaca que la colonizacién por Candida es
un factor de riesgo de candidiasis invasiva (Pappas 2006; Calderone, Odds et al.
2009; Arendrup 2010; Merenstein, Hu et al. 2013). Otro de los mecanismos de
transmision estudiados es la infeccion cruzada entre pacientes de las unidades de
cuidado intensivo, que ha sido atribuida al transporte de las levaduras en las manos
de los profesionales de la salud. En un estudio realizado en una unidad de cuidados
intensivos para neonatos se determind que el tiempo de estancia de hospitalizacion
fue el Unico factor determinante para la colonizacién por C. albicans. Las
observaciones indicaron que si en la sala hay bebés colonizados, a los 21 dias de
hospitalizacion el neonato que ingresaba sin estar colonizado terminaba siendo
colonizado (Orozco, Cortes et al. 2009). En este y otros trabajos, la levadura que
con mayor frecuencia se aislé de las manos de los profesionales sanitarios fue C.
parapsilosis, que es la misma que se ha descrito en diferentes brotes nosocomiales
(Saiman, Ludington et al. 2001).
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3.6. EPIDEMIOLOGIA DE LAS CANDIDIASIS INVASIVAS

La incidencia de la candidemia en la poblacion general oscila entre 1,7 y 10
episodios por cada 100.000 habitantes y es una de las diez causas principales de
infecciones del torrente sanguineo tanto en Europa y Estados Unidos (Eloy, Marque
et al. 2006; Pappas 2006; Pappas, Andes et al. 2006), como en Latinoamérica
(Nucci, Queiroz-Telles et al. 2010). Se estima que entre el 33 y el 55% de todos los
episodios de candidemia se producen en unidades de cuidados intensivos (UCI) y se
asocian con tasas altas de mortalidad que oscilan entre el 5% al 71% (Pappas
2006). Aunque C. albicans es la levadura que se aisla con mayor frecuencia, en los
ultimos afios hay una creciente proporcion de episodios de candidemia causadas
por Candida no-albicans (Hachem, Hanna et al. 2008; Sobel 2008; Patel, Erlandsen
et al. 2012).

Un estudio que muestra la evolucion de la candidemia durante un periodo de mas
de 20 afios en una sola institucion en Madrid (Figura 3) (Almirante, Colmenero et
al. 2008; Bouza and Munoz 2008) atribuye esta evolucion de los datos al aumento
de la poblacién en riesgo; ya que hay una mayor supervivencia en pacientes con
enfermedades graves y se utilizan con mayor frecuencia las intervenciones
quirdrgicas agresivas, al igual que terapias inmunosupresoras y los agentes
antibacterianos de amplio espectro (Dupont, Lortholary et al. 2009; Glockner 2011;
Tripathi, Watt et al. 2012).
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Figura 3: Evolucion de los episodios de candidemia en el Hospital Gregorio
Maranon, Madrid 1985 — 2007 (Almirante, Colmenero et al. 2008).

Estudios latinoamericanos muestran un comportamiento similar a los anteriormente
mencionados; aunque las diferencias en las tasas de incidencia no son directamente

comparables, si se sugieren unas tasas mas altas. Las razones para la alta
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incidencia de la candidemia en estas poblaciones no son claras pero pueden estar
relacionadas con una combinacion de factores, incluyendo las diferencias de los
recursos disponibles para la atencion médica y/o dificultades en la aplicacién de
programas para el control de infecciones en los hospitales (Nucci, Queiroz-Telles et
al. 2010).

En cuanto a la distribucién epidemiolégica de las especies del género Candida,
podemos decir que de forma global la mas frecuente es C. albicans, la cual sélo se
encuentra como endo-saproéfito del tubo digestivo de mamiferos y aves, siendo
dificil su aislamiento a partir de muestras medioambientales. En seres humanos
varias especies del genero Candida son comensales en diferentes mucosas, en la
cavidad bucal se aisla el 75% de C. albicans, el 8% de C. tropicalis y entre el 3-6%
de C. krusei; en el tubo digestivo se aisla el 50% C. albicans, el 35% de C. glabrata
y un 15% C .tropicalis; y en la mucosa vaginal se aisla el 70% de C. albicans, el
20% de C. glabrata, el 5% de C. tropicalis y el 2% de C. parapsilosis (Nucci,
Queiroz-Telles et al. 2010).

El desenlace de casi la mitad de los pacientes con candidemia podria mejorar
disminuyendo su alta mortalidad, mediante la utilizacién de estrategias mas
eficaces de prevencion, diagndstico y tratamiento. En los tres aspectos se estd
trabajando y cada uno tiene retos separados por superar. En cuanto a prevencion,
el 50% de la poblacién ya estd colonizada, continla en debate el uso de
antifingicos como profilacticos, lo cual abre otras complicaciones en cuanto a
resistencia; ademas, se investiga el uso de vacunas, también en debate. En cuanto
al diagnéstico, en la rutina a nivel mundial se realiza por hemocultivo, presentando
un 70% de sensibilidad y con el cual solo se obtiene un diagndstico tardio (Gomez,

Garcia-Vazquez et al. 2010).

3.7. PARTICIPACION DE OTRAS ESPECIES DE Candida no-albicans
COMO AGENTES PATOGENOS.

La diversidad en el rango de especies de Candida como patégenos humanos se
asocia, esencialmente, al cambio en protocolos de tratamiento de las micosis y al
mayor tiempo de vida de pacientes en estado critico. Las especies de Candida no-
albicans por lo general no son patdgenas o presentan niveles mas bajos de
patogenicidad que C. albicans y se presentan solamente en personas con
inmunocompromiso severo Yy/o con enfermedades subyacentes graves.

Bioldgicamente las diferencias mas importantes entre C. albicans y las otras
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especies radican en rasgos de virulencia y los perfiles de susceptibilidad a los
antifungicos (Filler and Feber 2002; Brunke and Hube 2012).

Las candidemias debidas a especies no-albicans han aumentado en frecuencia en la
Ultima década. Weinberg y colaboradores publicaron un estudio donde analizaron
predictores asociados a mortalidad, encontrando que el 55% de pacientes con
C. albicans presentaban un ratio de alta mortalidad que frecuentemente estaba
asociado al uso de terapia inmunosupresiva. En el 16% de pacientes se aislo
C. tropicalis asociada con neutropenia severa, leucemia aguda o trasplante de
medula dsea. C. glabrata se aislé en un 10% de los casos, asociada con edad
avanzada y enfermedades crénicas y Candida krusei en el 2% de los pacientes,
asociada a terapia con fluconazol. En general la mortalidad fue de un 36% vy los
predictores de muerte, a los que se les realizaron estudios de multivariables,
mostraron que la infeccion por especies de Candida distintas de C. albicans no

presentaba una tasa mayor de mortalidad (Weinberger, Leibovici et al. 2005).

En cuanto a su distribucién en la participacion en candidemias, podemos decir que
en Estados Unidos y Europa las mas relevantes son C. albicans y C. glabrata,
seguidas de C. parapsilosis (Weinberger, Leibovici et al. 2005), a diferencia de
Latinoamérica donde la segunda mas importante es C. tropicalis y en tercer lugar
se encuentra C. parapsilosis, situandose en ultimo lugar C. glabrata. También se ha
descrito un distribucién ligada a la edad de los pacientes, siendo C. parapsilosis
mas importante en neonatos, y a medida que aumenta la edad va cobrando
importancia C. glabrata. En general, C. parapsilosis se asocia con brotes

nosocomiales (Nucci, Queiroz-Telles et al. 2010).

3.8. DIAGNOSTICO DE LA CANDIDIASIS INVASIVA

El diagndstico del laboratorio de la candidiasis invasiva es dificil porque no
hay signos ni sintomas especificos de la infeccién, ademas de ser
complicado diferenciar la infeccion de la colonizacién por Candida. Su
diagndstico rutinario se basa en la demostracién de la levadura por tres
estrategias diferentes: (1) histopatoldgicos (la invasion tisular), (2)
microbioldgicos (el cultivo del hongo) y (3) microscdpicos y/o radioldgicos
(presencia en localizaciones corporales habitualmente estériles). Estas
pruebas diagndsticas presentan una baja sensibilidad. Actualmente se han
ido incorporando ensayos diagndsticos basados en la deteccion de una serie

de marcadores bioldgicos que incluyen la deteccidén de distintos anticuerpos,
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de antigenos como el manano y el B-1,3-glucano y la deteccion de DNA
genomico de la levadura. Sin embargo, la incorporacién de la deteccidén de
los marcadores actualmente disponibles aln no han mostrado efectos en la
disminucion de los indices de mortalidad de esta enfermedad, ya que el

diagndstico sigue siendo en una fase tardia de la infeccion (Ponton 2009).

3.8.1. DETECCION DE ANTIGENOS

e Deteccién de manano: los escasos estudios que se han realizado sobre
la deteccion de manano en pacientes con candidiasis invasiva han
utilizado con la prueba Platelia Candida Ag® BIO RAD. esta prueba es un
ELISA (enzyme linked immuno sorbent assay) que utiliza el anticuerpo
monoclonal EBCA 1, que reconoce los residuos B-1,3 del manano,
antigeno mayoritario e inmunodominante de la pared celular de Candida.
Su capacidad para inducir anticuerpos es tan grande que los anticuerpos
antimanano estan presentes en practicamente todas las personas vy
forman complejos con el manano cuando Candida pasa a sangre. La
liberacion del manano de los inmunocomplejos que forma con los
anticuerpos es probablemente el paso mas critico de la prueba de
deteccién y, junto con la transitoriedad de la mananemia, son la causa de
la baja sensibilidad de la prueba, que suele estar entre el 40 y el 60%. La
prueba se realiza normalmente en suero. Existe un segundo estuche
diagndéstico denominado Inmunoanalisis unimedi candida monotest
(unitica ltda. Japén), el cual muestra una mayor sensibilidad que el
Candida Ag, sobre todo en la infeccién por C. parapsilosis (Fujita,
Takamura et al. 2006).

e Deteccion de beta-1,3-D-glucano: este compuesto forma parte de
la pared celular de los hongos, se libera durante la infeccién y puede
detectarse en los liquidos bioldgicos, principalmente en suero de
pacientes con diferentes tipos de micosis invasivas tales como
candidiasis, aspergilosis, neumocistosis y en algunos casos de
cryptococosis, siendo negativo en las micosis por zigomicetes. Por lo
tanto, una prueba positiva puede utilizarse como marcador de infeccidn
fungica, pero no permite identificar la especie (Del Palacio, Cuetara et al.
2010). Actualmente hay varias pruebas comercializadas para detectar el
beta-1,3-glucano: Fungintec G Test MK (seikagaku kogyo co. Itd.),
WAKO-WB003 (wako pure chemical industries) y B-G STAR (maruha
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corporation), producidas en Japdn y Fungitell® (laboratorios viracor-ibt)

producido en Estados Unidos.

Cada una de estas pruebas presenta

diferencia en su reactividad con el polisacarido y por tanto son necesarios

puntos de corte diferentes para cada una de ellas. En

la Tabla 1 se

muestran las caracteristicas de cada prueba (Del Palacio, Cuetara et al.

2010).

Tabla 1 Comparacién de 4 pruebas comerciales para la deteccidon de Beta
1,3-glucano (Obayashi, Negishi et al. 2008; Ponton 2009)

FUNGINTEC G WAKO B-G STAR FUNGITELL
D CI3 1995 1996 2001 2004
aprobacion
Método de Cinético Cinético Punto final Cinético
ensayo cromogénico  turbidométrico cromogénico Cromogénico
Suero o Suero o
Muestra Suero o plasma Suero
plasma Plasma
Dilucién y DiIucic'm_ Y . )
it Alcali calentamiento  C2lentamient Alcali
tratamiento o]
Origen del Tachypleus Limulus Tachypleus Limulus
lisado tridentatus polyphemus tridentatus polyphemus
Punto de corte
en pg/mL 20 11 11 60 o 80
Rango de
medida pg/mL 3.9 - 500 6.0 - 600 1.2- 120 25- 500
Tiempo de
realizacion 30 90 30 40

en min

Los resultados publicados recientemente indican que la deteccion de B-1,3-

D-glucano es un buen marcador de enfermedad fungica invasiva y la prueba

es positiva en un gran numero de pacientes con candidiasis invasiva (Tabla

2).
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TABLA 2: Utilidad diagndstica de la deteccion de B 1,3 D glucano en
pacientes con candidiasis invasiva (Obayashi, Negishi et al. 2008; Ponton
2009)

- Corte Sensibilidad Especificidad .
Prueba Pacientes (pg/mL) (%) ) Referencia
(Ostrosky-
. Zeichner,
Candidiasis 77.6 92.4 Alexander
probada
et al.
2005)-
= 80 (Pickering,
. 93.3 77.2 Sant et al.
Fungitell
. . 2005)
Candidemia
(Alam,
47 100 Mustafa et
al. 2007)
Candidiasis (Pazos, et
invasiva, = 120 83.3 89.6 al. 2005)
neutropénicos
Candidemia > 11 95 84 (Fujita, et
al. 2006)
Wako —
Candidiasis (Hossain, et
invasiva, > 7 59 96 !
e al. 1997)
neutropénicos

La deteccion de B-1,3-glucano en la mayoria de los pacientes se comporta
como un marcador temprano que precede a la fiebre, al diagndstico clinico
radioldgico y dirige el inicio del tratamiento antifiungico. Sin embargo se ha
visto que en casos de Dbacteriemia su especificidad disminuye

considerablemente (Pickering, Sant et al. 2005).

3.8.2. DETECCION DE ANTICUERPOS

Existen pruebas que detectan anticuerpos anti-micelio y frente a otros
antigenos recombinantes de C. albicans. La prueba C. albicans IFA IgG®Vircell
microbiologist ha conseguido el diagndstico de la candidiasis invasiva con
una sensibilidad del 84.4% vy una especificidad del 94.7%. Esta prueba
detecta anticuerpos que se expresan mayoritariamente en la fase miceliar y
gue se asocian a la invasion tisular (Moragues, Ortiz et al. 2004). Siguiendo
la misma directriz, Lain y Cols desarrollaron un ELISA para detectar
anticuerpos contra el extremo aminoterminal de la proteina Hwp1, teniendo
resultados de sensibilidad y especificidad similares al IFA IgG (Lain,
Elguezabal et al. 2007).

Existen otros trabajos de investigacion que son fundamentales en la

aportaciéon de directrices para la producciéon de nuevos sistemas comerciales
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para el diagndstico temprano de la candidiasis invasiva. En estudios de
nuestro laboratorio, con productos de secrecion de protoplastos de
C. albicans y con el uso de la inmunoprotedmica, se encontraron 7 proteinas
candidatas a marcadores diagndsticos de candidiasis invasivas, Bgl2, Pgk1l,
Enol, Met6, Gapl, Fbal y Tpil. Los resultados globales muestran que los
niveles de anticuerpos IgG frente a estas proteinas diferencian los pacientes
sanos de los pacientes con Candidiasis invasiva. Adicionalmente se observod
que los niveles de IgG frente a la glucano 1,3-beta-glucosidasa (Bgl2) y
frente a la fosfoglicerato quinasa (Pgkl) se comportaban como predictores
biolégicos independientes para la candidiasis invasiva. Ademas, los
anticuerpos contra la enolasa (Enol) asociada a la pared celular de
C. albicans presentaron valor diagndstico y valor prondstico de la

enfermedad (Pitarch, Jimenez et al. 2006).

En otro estudio publicado por Pitarch y colaboradores, en el 2007, se
expresd y purifico Met6 para implementar un ELISA de captura y para
pruebas de western blott, con el objetivo de evaluar el valor diagnéstico de
los niveles de anticuerpos anti-Met6. Con este sistema es posible
discriminar individuos sanos de individuos con candidiasis invasiva vy
estratificar el riesgo del paciente con esta micosis. En el 2008, estos
mismos autores realizaron un estudio similar al anterior, esta vez con la
proteina Enol. De igual manera, comprobaron el valor diagnodstico y
prondstico de esta proteina para la candidiasis invasiva (Pitarch, Jimenez et
al. 2008).

Por otra parte, un estudio en el que se realizaron analisis estadisticos
profundos de los niveles de IgG de individuos con candidiasis invasiva frente
a proteinas del secretoma de protoplastos de C. albicans describe diferencias
estadisticamente significativas entre los pacientes que resolvian la infeccion
y los que no lo hacian. Para su validacién bioldgica, se expresaron y
purificaron las 5 proteinas que presentaban un patrén diferente entre
pacientes con buen o mal prondstico y, en este caso, los pacientes con buen
pronostico tenian niveles altos de anticuerpos frente a Met6, Pgkl y Hsp90
y los de mal prondstico presentaban niveles altos de anticuerpos frente a
Gapl y Ssbl. Los resultados obtenidos validaron los resultados obtenidos

por los analisis estadisticos aplicados (Pitarch, Nombela et al. 2011)

40



Introduccion

Otros trabajos, muestran que con un ELISA que evaluaba simultaneamente
15 proteinas (Bgl2, Mucl-1, Mucl-2, Enol, Fbal, Gap1l, Pgkl-1, Pgk2, Not5,
Met6-1, Met6-2, Carl, Rbt4, Setl e Ipf9162) se obtenia una media de
anticuerpos IgG significativamente mas alta frente a los 15 antigenos en los
pacientes con candidiasis invasiva que en los individuos sanos;
obteniéndose una sensibilidad del 96.6% y una especificidad del 95.6%.
Este panel de 15 proteinas se redujo a 4 proteinas, manteniéndose los
niveles de especificidad y sensibilidad, siendo por tanto suficientes las
proteinas, Setl, Enol, Pgk1-2 y Mucl-2 para el diagnéstico de la candidiasis

invasiva (Clancy, Nguyen et al. 2008).

Otra estrategia evaluada fue un micro-array de proteinas en el que
identificaron 33 anticuerpos con niveles diferentes entre individuos
colonizados y con candidiasis invasiva aguda. La mayoria de las proteinas
frente a las que reaccionaron los anticuerpos se relacionaron con estrés
oxidativo y con resistencia a anti-fungicos. Es de destacar que en el grupo
de pacientes en estado convaleciente existia un enriquecimiento de
proteinas inmunoreactivas relacionadas con la adquisicién del hierro. Sin
embargo, en este estudio no lograron diferenciar poblaciones de enfermos,

colonizados e individuos sanos (Mochon, Jin et al. 2010).

3.8.3. DETECCION DE DNA

En el diagndstico de las candidiasis invasivas, los avances logrados en este
campo son muy modestos comparados con los alcanzados en los casos de
virus y bacterias, aunque son muy prometedores. Unos de los puntos
débiles es que la mayoria de las publicaciones utilizan técnicas desarrolladas
individualmente en diferentes |laboratorios y no hay pruebas
comercializadas. Hay una serie de problemas por resolver. Por ejemplo: la
muestra optima, el método de extraccién de DNA, la especificidad de los
cebadores, el formato de la PCR, la deteccidon y la identificaciéon de varias
especies simultdneamente. La introducciéon de la PCR en tiempo real y los
métodos de DNA de extracciéon han solucionado algunos de los problemas
asociados con la contaminacién de la muestra. Varios trabajos publicados
recientemente coinciden en que pruebas basadas en biologia molecular
tienen mejor rendimiento diagndstico comparadas con las pruebas basadas
en serologia, sin embargo faltan trabajos multi-céntricos que apoyen estos

resultados, por lo cual no hay suficientes evidencias (Arancia, Carattoli et
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al. 2006; Colom, Jover et al. 2006; Nguyen, Wissel et al. 2012; Schell,
Benton et al. 2012).

3.9. ANTIFUNGICOS

Se han descubierto muy pocos compuestos con actividad antifingica, en
comparacion a la cantidad de compuestos antibacterianos disponibles actualmente.
En la Figura 4 se muestra la aparicién cronoldgica de estos. La actividad de los
antifungicos pueden ser fungistatica o fungicida segun inhiban el crecimiento o

produzca lisis de las células fungicas.

Amphotericih B Formulaciones lipidicas de anfotericina B
1958 1995-1999
1
SHEE RO Fluconazole Voriconazole
[A 1990 13 2002 ;4
Miconazole  Ketoconazole A :
1979 1981 ltraconazole Posaconazole

1992 2006

Griseofulvin Flucytosine : Y O nteY
1959 o~ 2 1971,

1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010
Afio de Introduccion

Figura 4 Cronologia de la aparicion de farmacos con actividad antifungica de
administracion parenteral (Lewis 2011).

Existen diversos mecanismos de acciéon de los antifungicos (Figura 5); sin embargo
solo un grupo reducido tiene formulacidon parenteral, caracteristica indispensable
para el tratamiento de micosis invasivas. En los casos de candidiasis invasivas, los
mas utilizados son, el fluconazol y derivados del grupo de triazdlico, algunas
equinocandinas, como las caspofungina y anidulofungina y en casos refractarios se
utiliza la anfotericina B. Es importante resaltar que la anfotericina B es nefrotdxica
y que aunque existen diferentes formulaciones lipidicas menos tdéxicas son muy

costosas. (Georgopapadakou and Walsh 1996; Lewis 2011).
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Figura 5: Mecanismos de accion de los agentes antifungicos.

De los derivados azdélicos los mas utilizados son: voriconazol, posaconazol
(Schering-Plough), ravuconazol (Bristol Myers Squibb Eisai) y, el mas nuevo,
albaconazol (Uriach). Entre las equinocandinas, las mas utilizadas son: micafungina
(Fujisawa) y anidulafungina (Vicuron). El icofungipen es el anitimicético mas nuevo.
Se trata de un derivado sintético de una sustancia natural, la cispentacina, que es
un beta aminoacido que actla sobre la isoleucil-tRNA sintetasa (Petraitiene,
Petraitis et al. 2005).

Este conjunto reducido de antifingicos es debido basicamente a que los hongos son
organismos complejos que comparten muchas dianas bioquimicas con otras células
eucaridticas y, hasta la fecha, el nUmero de dianas selectivas identificadas que sean
claramente diferentes entre las células eucaridticas fungicas y las de mamifero es
limitado. Sin embargo, la pared celular de los hongos, ausente en células eucariotas
superiores, cumple con las caracteristicas para una correcta toxicidad selectiva. A
pesar de que hay farmacos que actuan a nivel de la sintesis de B-glucanos como las
equinocandinas, continla el reto de la bUsqueda de nuevas dianas terapéuticas
relacionadas con la pared celular. A continuacion profundizaremos en los

mecanismos de accion de los antifungicos con diana terapéutica en la pared celular
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3.9.1. ANTI FUNGICOS QUE INHIBEN LA BIOSINTESIS DE LA PARED CELULAR:

23.9.1.1. LAS NIKOMICINAS Y POLIOXINAS

Las nikomicinas y polioxinas producidas por el género Streptomyces son muy
especificas inhibiendo las quitinsintasas responsables de la sintesis de las cadenas
de quitina. Estos compuestos son analogos estructurales al substrato de las
quitinsintasas (UDP-GIcNAc), actuando como inhibidores competitivos de dichas
enzimas probablemente por unidn al centro activo de las mismas. Poseen una baja
permeabilidad y por ello una farmacocinética poco predecible y una variabilidad de

espectro frente a las especies fungicas muy alto, lo cual los hace de dificil manejo.

13.9.1.2. LAS EQUINOCANDINAS

Las equinocandinas inhiben la sintesis del B-1,3 glucano por medio de la inhibicién
del complejo glucansintasa situado en la membrana plasmatica. El primer
antifingico aprobado para su uso clinico de este grupo fue la caspofungina. Su uso
estd especialmente indicado en aspergilosis invasivas que no responden a otros
tratamientos, asi como en pacientes con candidiasis hematdégena diseminada
(Gupta and Tomas 2003).

Actualmente, a nivel de uso cotidiano en clinica, no contamos con antifingicos que
inhiban el entrecruzamiento de los componentes de la pared celular. A nivel de
investigacion, aunque se sabe poco de las enzimas que catalizan tales reacciones,
parecen existir transglutaminasas capaces de promover enlaces pseudopeptidicos
entre diferentes proteinas de la pared celular contribuyendo a la correcta formacion
de la misma (Ruiz-Herrera, Iranzo et al. 1995). Asi mismo, la enzima B-1,3-
glucosiltransferasa (Bgl2p) y las proteinas GPI Phrip y Phr2p (también con
actividad B-1,3-glucanosiltranferasa) requeridas para el entrecruzamiento de las
cadenas de B-1,3 y B-1,6 glucano, constituyen buenas dianas terapéuticas.
Igualmente, como las proteinas de anclaje a GPI de la pared celular se han
relacionado tanto con la integridad de la pared celular como con las interacciones
célula-célula, enzimas que modifiquen la union a GPI representan igualmente
posibles dianas de antifingicos. Un componente derivado de isoquinolina (1-(4-

butilbenzil)-isoquinolina) es capaz de inhibir la localizacidon de proteinas GPI en la
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pared celular de S. cerevisiae. Se ha demostrado ademas que este compuesto es
capaz de reducir la adherencia de las células de C. albicans a los tejidos humanos.
Se ha visto que la diana molecular de este compuesto podria ser el producto del
gen GWTI1, una proteina requerida para la localizacién de las proteinas GPI en la

pared celular (Tsukahara, Hata et al. 2003).

3.10. ESTRATEGIAS PROFILACTICAS Y TERAPEUTICAS EN
CANDIDIASIS.

Los protocolos para el tratamiento de la candidiasis invasivas a nivel global
se han disefado con el fin de ser instaurados de forma temprana, para
reducir la alta mortalidad de esta micosis. Existen diversas estrategias
terapéuticas que incluyen: profilaxis, tratamiento anticipado o empirico y

tratamiento dirigido (Figura 6).
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Figura 6 Estrategias terapéuticas utilizadas en el tratamiento de Ila
candidiasis invasiva en un paciente con neutropenia grave prolongada que
presenta periodos febriles (Ponton 2009).

El objetivo del diagndstico en una fase temprana de la infeccidon, es
instaurar un tratamiento anticipado. Este se basa en la administracion de
anti-fungicos después del diagndstico para-clinico con una serie de pruebas
microbioldgicas, seroldgicas y de imagen, que anteceden a la aparicion de
los sintomas de la infeccidon fuingica invasiva. Lamentablemente, aun no hay
ensayos diagndsticos empleados de forma global que ofrezcan un

diagndstico temprano, solo se utilizan en algunos laboratorios. Este es el
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motivo por el cual en las recomendaciones terapéuticas no se incluye el
diagndstico temprano y el tratamiento empleado cominmente es el

profilactico y el empirico (Ponton 2009).

En el documento: “Recomendaciones sobre el tratamiento de la candidiasis
invasiva y otras infecciones por levaduras de la sociedad espafiola de
enfermedades infecciosas y microbiologia clinica (SEIMC)”, actualizacién
2011. Se ofrecen protocolos detallados del uso de anti-fiangicos, en dos

etapas del paciente (Aguado, Ruiz-Camps et al. 2011).

Tratamientos profilacticos basados en la administracién de fluconazol, se
recomienda en los grupos de pacientes: hemato-oncoldgicos, aspirantes a
trasplante de d6rganos sélidos (a excepcion de trasplante renal y cardiaco),
pacientes en estado critico, neonatos, pediatricos y candidiasis de
localizacién uUnica (oftadlmica, vias urinarias, cardiaca etc.)(Aguado, Ruiz-
Camps et al. 2011).

Por otra parte, con los resultados obtenidos de investigacion hoy en dia
existen protocolos alternativos de profilaxis, esencialmente a nivel de
inmunomodulacién en lo que se modifican las interacciones hongo-
hospedador por la introduccion pasiva de anticuerpos, células, o la
vacunacion con diferentes inmundgenos entrando a la era de la
inmunoterapia. Algunas de ellas se encuentran en uso en otros hongos,
como el uso de anticuerpos frente al glucoronoxilomanano de C. neoformans
en pacientes con SIDA (Casadevall and Pirofski 2001). En esta linea, el
disefio de anticuerpos monoclonales especificos contra proteinas
reconocidas como factores de virulencia asociadas a la pared celular
constituiria el punto clave. De esta manera, un bloqueo de la funciéon de
algunos de los factores de virulencia asociados a la pared celular conllevaria
una mejora en la evoluciéon de la infeccion. A mediados de los afios 80,
surgieron una serie de observaciones interesantes del laboratorio de
Matthews y colaboradores (Matthews, Burnie et al. 1991). Se conocidé una
correlacion entre pacientes que se recuperaron de una candidiasis y la
presencia en su suero de anticuerpos (Acs) especificos frente a una proteina
de 47 kDa (kiloDalton) de C. albicans. Esta proteina es un producto de
degradacién de la proteina Hsp90 (heat shock protein 90) de C. albicans. Acs
humanos anti-Hsp90 protegieron a ratones frente a wuna candidiasis

sistémica y Acs monoclonales murinos dirigidos frente a esta proteina

46



Introduccion

también fueron protectores en ratones con candidiasis invasiva. Estos Acs
protectores van dirigidos frente a un epitopo conservado de la proteina
Hsp90 (LKVIRK) (Matthews, Hodgetts et al. 1995; Matthews and Burnie
1996). Parece ser que la unién de anticuerpo a la proteina Hsp90 podria
inhibir la union de dicha proteina de C. albicans a las proteinas del suero.
Durante la década pasada, se llevaron a cabo ensayos en humanos con
candidiasis invasivas, con un anticuerpo modificado genéticamente frente a
la proteina Hsp90 del hongo (Mycograb), el cual ha mostrado eficacia frente
a un amplio rango de especies de levaduras, produciendo una mejoria
significativa en un modelo de candidiasis murina y la completa resolucién de

la infeccién en combinacién con anfotericina B (Matthews, Rigg et al. 2003).

Anticuerpos capaces de inhibir la transicion dimoérfica levadura-micelio del
hongo son interesantes como inmunoterapéuticos, ya que el dimorfismo es
un factor de virulencia esencial en el proceso de invasién. Fragmentos de la
fraccion variable de los anticuerpos (Fab) obtenidos de un anticuerpo
monoclonal frente a una manoproteina estructural de los tubos germinativos
de C. albicans de 260kD fueron capaces de inhibir la formaciéon de hifas in
vitro. Estos estudios son de gran interés, aunque aun no se ha ensayado el
uso de dichos anticuerpos como inmunoterapéuticos (Casanova, Martinez et
al. 1990). Recientemente se ha publicado la transferencia pasiva de
linfocitos B, proveniente de ratas en las que se indujo candidiasis
vulvovaginal, a ratas nativas, en las cuales disminuye en un 50% la carga
fungica. (De Bernardis, Santoni et al. 2010). En la Tabla 3 se muestra un
resumen de los diferentes antigenos y anticuerpos utilizados en
inmunizaciones pasivas y activas (Cassone 2008). Aunque, actualmente,
ninguno de estos antigenos y/o anticuerpos ha logrado llegar al uso clinico
cotidiano en los hospitales, la caracterizacion de anticuerpos y/o células que
reconocen a dichas proteinas deben seguir representando un area de gran
interés en lo concerniente a inmunoterapia frente a micosis causadas por
C. albicans. Todas estas estrategias solo utilizadas en modelos animales, a
diferencia de Mycrograb, el cual ha sido incluido en protocolos de

tratamiento en humanos.
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Tabla 3 Antigenos y anticuerpos utilizados en inmunizaciones pasivas y activas

frente a C. albicans, modificado de Cassone, 2008.

Tipo de inmunidad

Antigeno Denominacién .
que activa
Cepa CA2 viva-atenuada Celular Thi
Extractos oA .
T ETE e Fra,ccmn de nboson‘@s cglulares WO-1 Celular y_hEJmoraI
inactivadas Células completas inactivadas WO-1 Indefinida
Cepa C. albicans A/A ecm33 viva Indefinida
Linfocitos T
Células pulsadas Linfocitos B Celular
con Antigeno Células dendriticas
Secuencia tipo lectinas
Proteinasa aspartica secretada Celular
(Secreted asparttic proteinase 2-Sap-2) Anticuerpos citotéxicos
Manoproteina 65Kd (Mp65)
Glicoconjugados Humoral
y subunidades Als1, Als2, Als3.
B-1-3 glucanos Indefinida
p-1-2 Humoral
mandsidos Humoral

Idiotipos y
mimotopes

Anticuerpo monoclonal neutralizante Toxina

Killer 4 (mAbnKT4) Anticuerpos fungicidas

Mycrograb*, anti-HSP90 Inhibicion del
. Crecimiento
Anti—B-1-3 glucanos 2G8 .
, . Candidacida
mAb C7 ( manoproteina de estrés) o
. . Neutralizacion de la
. Cadena sencilla del fragmento variable de .
Anticuerpos . L enzima
anticuerpos anti-idiotipo. Inhibicién de la alucan
Anti-manan mAb C6 sintasa 9
Anticuerpos contra los dominios de Sap2 y ’
MP65 :
Opsoninas
Indefinido

3.11. RESISTENCIA A AGENTES ANTIFUNGICOS EN LEVADURAS

En los Ultimos anos se aislan cada vez con mayor frecuencia cepas de levaduras con
susceptibilidad disminuida o resistentes a los antifingicos (Farahyar, Zaini et al.
2013). La resistencia a antiflingicos puede ser clinica o in vitro, siendo la primera
consecuencia fundamental del bajo nivel del farmaco en el tejido y/o sangre, debido
a una interaccién entre farmacos o al severo grado de inmunosupresion del
paciente. La resistencia in vitro puede ser primaria, donde la levadura es

naturalmente resistente, siendo el mejor ejemplo la resistencia intrinseca que
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presenta C. krusei frente a fluconazol, o puede ser secundaria, donde cepas
susceptibles se transforman en organismos resistentes debido al contacto previo
con el antimicético. Este ultimo tipo de resistencia, inusual en el pasado, es hoy el
mas frecuente y se observa principalmente en cepas de C. glabrata (Sardi, Scorzoni
et al. 2013). El consenso es que la resistencia antifungica depende de la interaccion
entre el hospedador, el farmaco y el hongo; sin embargo, los factores del paciente
son con frecuencia los mas relevantes para definir resistencia (Arendse and Orth
2008; Silva, Negri et al. 2012).

Con la introduccion del fluconazol las candidemias por C. albicans y C. tropicalis
disminuyeron. Sin embargo, las causadas por C. krusei y principalmente por
C. glabrata experimentaron un aumento significativo. La mayoria de los datos de
resistencia en levaduras se refieren al fluconazol, en cepas aisladas de pacientes
con SIDA (Ablordeppey, Fan et al. 1999; Badiee, Alborzi et al. 2011).

A partir de 1.579 cepas aisladas de candidemias entre 1992 y 1998 en EEUU, se
verificd que la resistencia en C. albicans fluctuaba entre 0 y 3,3% con una media de
1,4%, siendo estos valores inferiores a los observados en cepas de Candida no-
albicans, cuyos rangos de resistencia fueron de 1,6 a 5,7% con una media de
3,3%. La primera cepa de Candida resistente a fluconazol aislada en un paciente no
infectado por VIH presentd co-resistencia a otros azoles (Badiee, Alborzi et al.
2011). Este fendmeno se ha detectado principalmente en C. krusei y C. glabrata.
Recientemente, segin datos de vigilancia epidemioldgicos en Canada entre 1996 y
1998 (periodo en el cual aislaron 442 cepas de Candida de infecciones invasoras a
partir de 51 hospitales), el 10% de los pacientes presentd tratamiento previo con
azoles y la frecuencia de Candida no-albicans fue significativamente superior. Del
total de cepas, se detectd el 3% de resistencia a anfotericina B, siendo estas cepas
de Candida no-albicans. Para itraconazol y fluconazol los porcentajes de resistencia
variaron ampliamente segln la especie, sobresaliendo C. glabrata que presentd 13
y 9% de resistencia frente a cada antifungico respectivamente. C. parapsilosis
Mostré 7 y 13% de resistencia a estos farmacos, respectivamente (Sanglard and
Odds 2002; Sanguinetti, Posteraro et al. 2005). Los mecanismos de resistencia
propuestos son: disminucion de la permeabilidad de la membrana citoplasmatica,
sobreexpresiéon de enzimas y mutaciones de compensacién. Sin embargo, los
mecanismos demostrados son cambios en la a-lanosterol demetilasa, cambios en la
D5-6, esterol-desaturasa y su bomba de eflujo (Sanguinetti, Posteraro et al. 2005;
Espinel-Ingroff 2008). Aunque actualmente la resistencia frente a antifingicos no

constituye una problematica comparable con la resistencia bacteriana a los
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antibidticos, es importante realizar programas de vigilancia epidemioldgica que
permitan la recoleccion y andlisis de datos. Paralelamente a esto se debe continuar
con la busqueda de nuevos antifungicos teniendo en cuenta que el conjunto de

estos farmacos disponible es bastante limitado.

3.12. EVOLUCION DE LOS ESTUDIOS PROTEOMICOS EN EL
CONOCIMIENTO DE C. albicans

En 1980 se publicé el primer estudio de C. albicans utilizando técnicas protedémicas,
en el que se compararon extractos citoplasmaticos de hifas y levaduras mediante
geles de 2D (Manning and Mitchell 1980). Sin embrago, no fue hasta el afio 2000
cuando se publicaron los primeros trabajos en los que fue posible la identificacidon
de proteinas por espectrometria de masas y solo hasta el afio 2004 se tuvo acceso
a la secuencia completa anotada del genoma de C. albicans en la base de datos
“Candida DataBase” lo cual aumenté considerablemente el nimero de proteinas
identificadas. En la Figura 7, se muestra la evolucién de los trabajos publicados
hasta el afio 2004 (Pitarch, Nombela et al. 2006) A partir de este momento
multiples estudios (aproximadamente 80 publicaciones) han aplicado diversas
estrategias protedmicas, tanto cualitativas como cuantitativas, con el objetivo de
caracterizar el proteoma de esta levadura. Estas investigaciones han analizado sus
resultados desde diferentes perspectivas y objetivos, como por ejemplo: el estudio
de la estructura, la composicion y la remodelaciéon de la pared celular (Klis, de
Groot et al. 2001; Pitarch, Sanchez et al. 2002; De Groot, Hellingwerf et al. 2003;
Castillo, Calvo et al. 2008; Ene, Cheng et al. 2013), el estudio del secretoma
(Thomas, Lopez-Ribot et al. 2009; Ene, Heilmann et al. 2012), la determinacién de
factores de virulencia (Martinez-Lopez, Monteoliva et al. 2004), el estudio de la
transicion levadura-hifa (Hernandez, Nombela et al. 2004; Monteoliva, Martinez-
Lopez et al. 2011; Vialas, Perumal et al. 2012), el estudio de la resistencia a
antifungicos y respuesta del hospedador (Reales-Calderon, Martinez-Solano et al.
2012), los procesos de ubiquitinacion y sumolizaciéon (Leach, Stead et al. 2011;
Leach, Stead et al. 2011) o la identificacién de hongos por espectrometria de masas
(Putignani, Del Chierico et al. 2011; Rosenvinge, Dzajic et al. 2012). Para realizar
todos estos estudios ha sido necesaria la puesta a punto de diferentes metodologias
que permitan obtener extractos de proteinas provenientes de distintas

localizaciones celulares, entre ellas la pared celular o la membrana plasmatica
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(Insenser, Nombela et al. 2006; Castillo, Calvo et al. 2008; Cabezon, Llama-

Palacios et al. 2009; Premsler, Zahedi et al. 2009).

“Ages”

Historical
landmarks

“Dark Ages”

“Expansion

1985 1990 1991 1993 1994

Public release of the
genome sequence

of S.

Ages” =
2000 2001 2002 2003 2004

2002
1

1996 1997

1996 2004
L

T
Public release of the
lenome sequence

g
Public release of adraftol = e " ipicang

(Goffeau et al.) [49)

Cell wall _ L
Regenerating

protoplasts
(Pitarch et al.) [63]

the q of

C. albicans diploid genome

and annotation of ~ 95% of
its genes (CandidaDB)

(Jones et al.) [45]

1999 2000 2002 2003 2004
1 1 1

Sequential lz
fractionation
on-
covalently

(Pitarch et al.)
linked CWPs
(Urban et al) [70)

. >
Covalently
linked CWPs
(De Groot
CWPs from etal)[71]
intact cells
(Vediyappan et al.) [65]

Other col 2000 2002 2004
biological T
laxoes 1. 20S proteasome - 20S — 1. GCN response
(Femandez-Mumay proteasome (Yin et al.) [40]
et al) (60] (Femandez- 2. URA3 gene
2. mRNA capping Murray et al.) (Brand et al.) [41]
(De Backer et al.) [31] [72] 3. Septin complex
(Kaneko et al.) [73]
1980 1981 1985 1991 1993 1996 2001 2002 2003 2004
Virulence 1 1 1 1 ~
factors —T T
Dimorphism Dimorphism Dimorphism White-opaque White-opaque 1. Dimorphism Cell surface Dimorphism
(Manningand  (Brown &  (Finney et al.) switching swilching (Niimi et al.) [62) hydrophobicity (Kaneko et al.)
Mitchell) [24]  Chatfin) [51] (54} (Soletal)[58]  (Soll)[59] 2.Ubiquitination of (Singloton et al.) 73]
surface receplors 61) 1 & 2. Dimorphism
(Sepulveda et al.) [27] (Choi et al.) [67]
3.E P (Urban et al.) [70]
proteolytic activity (Pitarch et al.) [33] 3. Plaminogen-
(Colina et al.) [28] binding proteins
1980 1990 1991 1994 1999 2000 2001 2004
Host antibody 11 1
response T T
Yeast and hyphal ion | Ags present in s e 1. Monitoring
antigens (Ags) of cytoplasmic Ags ~ ofamajorAg  clinical isolates |den’l:xscsa.ts|g:(o:l :gs of C‘:.m"gﬁfs in
i {1
(Maﬂ'\nlnglgr;]i Mitchell) (Shenetal)[55] (Shenetal)([56] (Morhartetal)(57)] (Pardo et al.) [30] (Pitarch et al) [36]
1 4 ngol  2&3. Immuno-
of A_gs by human sera in animal
(Pitarch et al.) [63] models (Femandez-
2. Imunorecognition of Ags  (Pitarch etal.) [32] Arenas et al.)
by murine and human sera (38, 68]
(Barea et al.) [64]
1997 2003 2004
Antifungal 1 1
drugs _ >
Azole Mode of action 1& 2. Azole
(Marichal etal.) [66]  (Bruneauetal)  (Hooshdaran
et al) [39]
(Kusch et al.) [74]

Figura 7 Cronologia del analisis del proteoma de C. albicans. Los periodos y
acontecimientos significativos en la historia de la proteémica de C. albicans, Los

colaboradores se

indican entre paréntesis vy

referencias entre corchetes.

Abreviaturas: CWPs, proteinas pared celular GCN, control general de aminoacidos
Ag, antigeno (Pitarch, Nombela et al. 2006).

51



Introduccion

El estudio de proteinas estructurales tanto de membrana como de pared celular es
dificil y hay que comenzar por realizar procedimientos para el fraccionamiento
subcelular. Las proteinas de la pared celular poseen particularidades como su
caracter hidrofébico, la presencia de cambios post-transcripcionales y secuencias
pepiticas especiales con las que se localizan en pared y con las que se anclan al
esqueleto de polisacaridos. Todas estas particularidades hacen que su extraccidon
requiera de procedimientos largos y complejos que incluyen el uso de agentes
desnaturalizantes como SDS, pB-mercaptoetanol, alcalis fuertes y DTT, asi como el
uso de enzimas como las glucanasas y quitinasas. Para su analisis mediante
técnicas protedmicas clasicas basadas en geles tras su extraccidon se requiere su
posterior separacion y visualizacion en geles de electroforesis de dos dimensiones
(2D-PAGE) vy su identificacién por espectrometria de masas. Estas aproximaciones
tienen limitaciones importantes en la separacion y visualizacion de proteinas debido
a sus caracteristicas intrinsecas (altamente hidrofébicas, glicosiladas y de alto peso
molecular) (Pitarch, Sanchez et al. 2002)por lo que posteriormente se han utilizado
otras estrategias sin geles, basadas en cromatografia liquida y espectrometria de
masas (Castillo, Calvo et al. 2008; Hernaez, Ximenez-Embun et al. 2010; Vialas,
Perumal et al. 2012).

En el afio 2006, se publicd una estrategia protedmica libre de geles para facilitar el
estudio de las proteinas expuestas en la superficie celular de bacterias patdgenas
utilizando en ese primer trabajo Streptoccocus del grupo A (Rodriguez-Ortega,
Norais et al. 2006).

Herndez y colaboradores implementaron esta estrategia para ser utilizadas en
levaduras: células enteras y vivas se tratan con tripsina y con DTT (un agente
reductor) con el objetivo de digerir las proteinas localizadas en la capa mas externa
de la pared celular e identificar los péptidos obtenidos mediante espectrometria de

masas (Hernaez, Ximenez-Embun et al. 2010).

Tanto en los estudios que han utilizado geles 2D, como en los que han realizado
aproximaciones libres de gel, han descrito dos grupos de proteinas: uno de
proteinas clasicas de pared celular con péptido sefial necesario para su transporte a
través de la ruta de secrecion, sitios potenciales para la O y N- glicosilacién y
sefnales de anclajes tipo GPI, y otro grupo de proteinas atipicas que carecen de
estas sefiales en su secuencia. El grupo de proteinas atipicas incluye enzimas
ampliamente estudiadas e implicadas tanto en rutas metabolicas de carbohidratos

(Enol, Tdh3, Pdcll) y de aminoacidos (Met6). A estas proteinas se les han
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denominado, proteinas multifuncionales (Nombela, Gil et al. 2006), de las cuales se
conoce el papel que desempefian en la pared celular, pero que su hallazgo
constante en aproximaciones protedmicas por diferentes grupos de investigaciéon
indica que se encuentran presentes en esta estructura. Chaffin, en el 2008 publico
una exhaustiva revisién de cada una de las publicaciones cuyo objetivo era la
identificacidon de proteinas de la pared célula en los distintos fenotipo celulares que
presenta C. albicans (levadura o célula planctonica, hifa y biofilms) y los protocolos

de extraccion para cada una de las proteinas identificadas (Chaffin 2008).
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4. OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo es realizar un estudio global de las proteinas de
la superficie celular de C. albicans y de otras especies de Candida, ademas de
profundizar en el estudio de algunas de estas proteinas como marcadores de
diagnéstico de las candidiasis invasivas o como posibles vacunas. Para ello se

plantearon los objetivos especificos que se exponen a continuacion:

I. Estudio del proteoma de la superficie celular de C. albicans durante la transicion
dimorfica, asi como del proteoma de la superficie de otras especies de Candida no-
albicans, mediante la estrategia protedmica basada en la digestion triptica en
células vivas y posterior identificacion de proteinas mediante espectrometria de

masas y analisis bioinformatico.

II. Expresion y purificacion de dos proteinas de la pared celular de C. albicans:
Ecm33 y Bgl2.

III. Estudio de la capacidad de Ecm33 y Bgl2 de proteger frente a una infeccion

sistémica de Candida albicans en un modelo murino.

IV. Evaluacion de la utilidad de Ecm33 y Bgl2 como marcadores bioldgicos para el
diagndstico de la candidiasis invasiva en un grupo piloto de sueros de pacientes con

candidemia.

V. Profundizacién en el estudio de la implicaciéon de la proteina Ecm33p en la

biogénesis de la pared celular de C. albicans.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. MICROORGANISMOS UTILIZADOS

Las cepas de Escherichia coli, Pichia pastoris, C. albicans y Candidas no-albicans

empleadas en este trabajo se detallan en la Tabla 4.

Tabla 4: Microorganismos Utilizados en este trabajo

Cepa Genotipo Referencia
E. coli

K12 A(lacZYA-argF)uies SUpE44 thi-1 recAl
DH5aF (Hanahan 1983)

endAlhsdR17 gyrA relAl (¢80lacZAM15)F

P. pastoris
GS115 his4 Invitrogen
C. albicans
SC5314 Cepa silvestre. (Gillum, Tsay et al. 1984)
RML2U ura3A::iimm434/ura3A::imm434::URA3 (Martinez-Lopez, Park et
ecm33A::hisG/ecm33A::hisG al. 2006)
C. glabrata
. (Koszul, Malpertuy et al.
CBS138 Cepa silvestre. 2003)
C. parapsilosis
CDC317 Cepa silvestre. (Wang, Shen et al. 2012)
C. tropicalis
CBS 94 Cepa silvestre. (Veser, Geywitz et /s

1979)

5.2. MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO

Los medios de cultivo se prepararon utilizando agua desionizada mediante sistemas
de purificacion Millipore. Para la obtenciéon de medios de cultivo sélidos se afiadid
bacto-agar a una concentracidn final de 20 g/L. La esterilizacidn se llevé a cabo en
autoclave a 121°C durante 20 min. La composicion de cada medio se detalla en la
Tabla 5.



Materiales y Métodos

Tabla 5: Medios de cultivo Utilizados en este trabajo.

Medio de Composicion Utilidad
cultivo

YPD 0 20 g/L glucosa, 20 g/L peptona, 10 g/L extracto de Crecimiento de levaduras

YEPD levadura.

Medio 2% glucosa; 0,5% sulfato amodnico; 0,17% Crecimiento de levaduras

Minimoo SD base nitrogenada sin aminodcidos (yeast
nitrogen base, Pronadisa); 0,192% mezcla de
aminoacidos ura- (synthetic complete (kaiser)
drop-out: -ura, Formedium); 0,01% uracilo

(sigma).
Medio Lee (Lee et al., 1975). 0,2 g/l sulfato magnésico, 2,5 g/l Induccion de
pH6.7/pH4.2  fosfato dipotéasico, 5,0 g/l cloruro sddico y 5 g/l sulfato filamentacién pH:

amonico y por ultimo los siguientes aminoacidos 0,5 basico, levaduras pH:
g/l L-alanina, 1,3 g/l Lleucina, 1,0 g/l L-lisina, 0,1 g/l L- &cido.

metionina, 0,07 g/l L-ornitina, 0,5 g/l L-fenilalanina, 0,5

g/l L-prolina, 0,5 g/l L-treonina 25 mL/I glucosa 50% y 1

mL/I biotina 0,1%.

LB 10 g/L triptona, 5 g/L extracto de levadura, 5 g/L Crecimiento de E. coli
cloruro sodico

BMGY 1% extracto de levadura, 2% peptona, 100mM fosfato Crecimiento de
de potasio,pH6.0, 1.34% YNB**, 4x0™ % Biotina, 1% P. pastoris
glicerol

BMG/BMM 100mM fosfato de potasio,pH6.0, 1.34% YNB**, Crecimiento de
4x10™ % Biotina, 1% glicerol / 0.5% metanol P. pastoris / Induccion

de expresion de Bgl2

Los componentes en azul, fueron filtrados para su esterilizacion.

5.2.1. DETERMINACION DEL CRECIMIENTO

El crecimiento de los cultivos se determiné mediante medida de la densidad éptica
de los mismos, midiendo la absorbancia a 600nm en un espectrofotdmetro
Beckman DU 640. Antes de la determinacién, las muestras se diluyeron
convenientemente con el fin de que su absorbancia se encontrara en un intervalo
de valores tal que existiera linealidad entre la lectura de la densidad éptica y el

numero de células del cultivo.

Para aquellos ensayos en los que se requeria una determinada concentracion de
células en suspension, se llevaron a cabo recuentos en camara de Neubauer

mediante observacion directa en un microscopio Nikon Optiphot.
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5.2.2. INDUCCION DE FASE FILAMENTOSA EN C. albicans PARA EL ESTUDIO DE LA
TRANSICION DIMORFICA

Para los ensayos de filamentacion, las cepas de C. albicans crecieron durante la
noche en YPD liquido a 30°C. Posteriormente, el cultivo fue transferido e incubado a
37°C en Medio Lee pH 6.7 durante 6 horas con y sin suplemento del 10% de suero
humano proveniente de donantes sanos. En una concentracidon inicial de

aproximadamente 5x10° células por mL.

5.2.3. CRECIMIENTO DE LEVADURAS

Las cepas de C. albicans fueron cultivadas en placas o medio liquido de YPD a 30°C.
Para el estudio del surfoma crecieron durante la noche en YPD liquido a 30°C, de
este cultivo se tomaron 10mL en fase logaritmica, se lavaron 3 veces con PBS.
Posteriormente, el cultivo se transfirid e incub6 a 37°C en Medio Lee pH 4.2

durante 6 horas en una concentracidn inicial de 5x10° células por mL.

En el caso de Candida no-albicans, las levaduras se tomaron de un pre-inéculo de 4
horas y se ajustd el cultivo en medio minimo a una densidad éptica de tal forma
gue tras la incubacién a 37°C durante toda la noche esta estuvieran en fase

logaritmica en el momento del analisis.

Para los experimentos de vacunacion se utilizé C. albicans de un cultivo en placa de

24horas en agar YPD.

La cepa de P. pastoris fue cultivada en placas o medio liquido de YPD a 30°C. Luego

en cada uno de los medios indicados para la expresiéon de proteinas.

5.2.4. MEDIDA DE LA VIABILIDAD CELULAR POR CITOMETRIA DE FLUJO

Para la determinacion de la permeabilidad selectiva de la membrana celular se
utilizé6 el método basado en la incorporacion de ioduro de propidio. Para ello se
llevaron a una concentracién 1x10%/mL células, Estas fueron marcadas con 10ul de
ioduro de propidio 5mM, y se analizd con FACScan citdmetro de flujo, y se
determind el porcentaje de muerte de las células. Se realizd en el Centro de

Citometria de Flujo de la Universidad Complutense de Madrid.
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5.2.5. OBTENCION DE PROTOPLASTOS

Para la obtencién de protoplastos de C. albicans de la cepa silvestre SC5314 y de la
cepa mutante RMLU2 (Aecm33). Las células fueron cultivadas en 200mL de medio
YPD hasta alcanzar una densidad optica de 1.2 a 600nm, mediante centrifugacién
se recogieron 100mL de cultivo a 3500rpm y se lavaron dos veces con PBS. Se
resuspendieron en un volumen final 200 mL, de una solucion de pre-tratamiento
(10 mM Tris-HCI, pH 9,5mM EDTA, 1% v/v 2-mercaptoetanol) en la cual se
incubaron a 30°C y 80rpm durante 30min. Posteriormente las células se lavaron
dos veces con una solucidon de sorbitol 1M, ajustando a una concentracién de 5x102
células/mL y se resuspendieron, en un volumen final de 100mL de sorbitol 1M, a
esta solucion se le afiadié 30uL de Glusulasa (Du Pont®) por mL de cultivo. Estas
se incubaron a 30°C a 80rpm hasta conseguir la formacién de mas del 90% de
protoplastos lo que se evallo en microscopio de luz, agregando agua y observando
la lisis de los protoplastos ya formados (Nombela, Pomes et al. 1987; Pardo,
Monteoliva et al. 1999). A continuacion los protoplastos se lavaron cinco veces se
resuspendieron en sorbitol 1M y se centrifugaron a 800rpm. La regeneracion de los

protoplastos se realizé6 en medio Lee con sorbitol 1M.

5.2.6. EVALUACION DE LA FRAGILIDAD OSMOTICA DE PROTOPLASTOS EN
PROCESO DE REGENERACION

Se utiliz6 la metodologia propuesta por (Nishiyama, Aoki et al. 1995) con
modificaciones. Para la evaluacidon de la capacidad de regeneracion de la pared
celular de los protoplastos de C. albicans tanto de la cepa silvestre SC5314 como la
cepa mutante RML2U, se evalud la fragilidad osmoética de las células en diferentes
tiempos de regeneracion 0, 3 y 24horas, para lo cual se realizaron 3 réplicas
bioldgicas, los protoplastos obtenidos en cada uno de los tiempos de regeneracion
fueron puestos en contacto a 2 condiciones independientes, unos en PBS y otros en
una solucién 1M de sorbitol, durante 3min posteriormente se realizaron 4 diluciones
en serie, de las cuales se sembraron las Ultimas 3 de forma masiva en la superficie
de placas que contenian YPD suplementado con 1M de SORBITOL, incubados a
30°C, cada dilucién fue sembrada por triplicado. Para obtener datos de fragilidad
osmotica se realizaron recuentos de unidades formadoras de colonias hasta 72

horas después de sembrados los medios (Figura 8).
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Figura 8 Disefio metodoldgico para la evaluacion de la fragilidad osmodtica de
protoplastos a diferentes tiempos de regeneracién de las cepas de SC5314 y
RMLU2. Los protoplastos fueron sometidos a cambios osmoéticos poniéndolos en
contacto con el PBS y Sorbitol 1M y posteriormente sembrados en medio YPD

suplementado con sorbitol 1M.

5.3. TECNICAS DE MICROSCOPIA

5.3.1. MICROSCOPIA OPTICA

La observacién de las muestras bioldgicas se llevd a cabo en un microscopio

Olympus BH-2. Las fotografias se tomaron utilizando una camara Panasonic CCD

acoplada al microscopio, utilizando el programa informatico Capture 6.0 X para la

captacion de las imagenes.
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5.3.2. MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA Y CONTRASTE DE FASES

Para la evaluacion de la unién de la fraccién del complemento C3 sobre la superficie
de filamentos inducidos con suero humano, se colocé una gota de cultivo de hifas
sobre porta-objetos sensibilizados previamente con poli-L-Lisina (SIGMA), esta fue
incubada durante 45min a temperatura ambiente, posteriormente se colocé suero
policlonal, anti-C3 (100ul de una dilucién 1:100) 45min a 30°C, luego se lavd 5
veces con PBS, al cabo de los lavados se marcé con 100u de una diluciéon 1: 2.500
de anti-IgG de conejo conjugado con fluorocromo verde (800L. de LICOR®), se
incubd 30min a 30°C. Para su posterior analisis en el microscopio de fluorescencia,
se colocéd un cubre-objetos con anti-fading (DABCO™). Las imagenes fueron
obtenidas utilizando el microscopio Nikon Optiphot, equipado con |dampara halégena
de Nikon vy filtros de longitudes de onda adecuados. Las fotografias se realizaron en
un microscopio invertido Nikon Eclipse TE2000-U, acoplado a una camara
Hamamatsu Orca-ER. El software empleado para la captacion y procesamiento de
las imagenes fue CAPTURE 6.0.

5.3.3. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

La preparacion de las muestras para microscopia electrénica se llevé a cabo
siguiendo el método descrito por (Nishiyama, Aoki et al. 1995) con ligeras
modificaciones. Un volumen de 1mL por cada muestra fue recogido por
centrifugacién y lavado con PBS dos veces para eliminar los restos de medio, se
anadié una solucion de fijacion (formaldehido 2%, glutaraldehido 1% y cacodilato
sodico 0,1M: pH 7,4, Sorbitol 1M) dejandose actuar durante toda la noche a 4°C. A
la mafiana siguiente, lavar 3 veces 10min con Tampon Cacodilato + Sorbitol 1M, vy
Post-fijar con 2% 0s0O4 en Cacodilato, durante toda la noche en oscuridad a 4°C,
lavar 3x con Cacodilato, se deshidrataron con diferentes concentraciones de etanol
en serie creciente de etanol (20%, 30%, 50% 70%, 90%, 96%, y 4 veces 100%
absoluto) de 10min en cada una, inmediatamente se llevaron las muestras en
etanol al servicio de microscopia donde se realizd el punto critico donde se
intercambio etanol con CO, liquido en un equipo BALZERS CPD 030. Posteriormente
se realizd una evaporacion de grafito sobre las muestras en un equipo MED 010
BALZERS UNION que mas tarde se recubrieron con oro en un equipo EMITECH SCD
004. Las muestras fueron examinadas en un microscopio de barrido JEOL JSM-6400

(Servicio de Microscopia Electrdnica de la Universidad Complutense de Madrid).
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5.3.4. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO POR CRIOFRACTURA

Se realizd en el Centro de Servicios de Microscopia del CSIC en el Instituto de
Ciencias Agrarias, basado en la técnica propuesta por Branton, D. en 1966. Las
levaduras suspendidas en PBS se colocaron en porta-muestras de bronce bajo la
lupa, luego se congelaron por inmersion manual en nitrégeno liquido y se
procesaron para criofractura. En este método, las muestras congeladas fueron
fracturadas en alto vacio posteriormente fueron separadas del porta muestras, el
cual actia como un molde, posteriormente las muestras se recubrieron por una
capa de carbono y otra de platino. El analisis se realizd en el microscopio SEM Zeiss
960 equipado con un sistema de microanalisis por energia dispersiva de rayos X
Link ISIS (Oxford) y de un detector de retrodispersados de cuatro diodos de KE
Developments. El SEM estad equipado con su sistema de para la observacion de

muestras congeladas Cryotrans CT-1500 de Oxford.

5.4. TECNICAS DE MANIPULACION DEL DNA

Los métodos de manipulacion de DNA que se han utilizado en este trabajo son los
convencionales y se realizaron segun se describen en los manuales cldsicos de
Biologia Molecular (Ausubel et al., 1993; Sambrook et al., 1989). Dichos protocolos

se siguieron para:

5.4.1. EXTRACCION DE DNA GENOMICO DE C. albicans

Se realizd por el método descrito por (Chu, Magee et al. 1993), 10mL de un cultivo
de C. albicans en medio YPD en fase logaritmica, se centrifugaron 5 min a 5000
rpm, posteriormente se resuspendieron las células en 640ul de una solucion de
pretratamiento (128ul de EDTA 0.5M + 0.9ul de B-mercaptoetanol, y 511ul de
Sorbitol 1M), se incubaron en esta solucion durante 1hora a 37°C a 800rpm,
posteriormente se le afiadieron a la mezcla anterior 5ul de zimoliasa (21mg/mL), y
se incubaron nuevamente a 37°C en movimiento giratorio hasta que se formaron
los protoplastos. Se centrifugaron a 2000rpm 10min y el precipitado se resupendid
con 640mL de TE+32ul de SDS al 10% y se incubd a 65°C durante 1hora, a esta
mezcla afiadir 160ul de Acetato de potasio 5M el cual se incub6 en hielo durante 1h,
posteriormente se centrifugd 25 min a 10.000rpm y se elimind el precipitado. Al
sobrenadante se le agregd 0.6 voliumenes de isoporpanol lentamente y se mezclé

suavemente hasta que se observaron las hebras de DNA, luego se centrifugd 15min
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a 10.000 rpm vy se lavo con etanol al 75% frio, finalmente se elimind el etanol y se

resuspendi6 en 100ul de TE.

5.4.2. ANALISIS DE RESTRICION DE DNA Y LIGACIONES

Tanto las enzimas de restriccion como las enzimas de DNA ligasa, DNA fosfatasa y
Klenow procedian de Boehringer-Mannheim y fueron utilizadas de acuerdo con los

manuales de las casas comerciales.

5.4.3. GELES DE AGAROSA

La concentracién de agarosa varié desde 0,8% hasta 2% segun el tamano de la
banda a analizar. Los patrones de pesos moleculares también procedian de
Boehringer-Mannheim. Para la elucion de DNA a partir de los geles de agarosa se

utilizdé el sistema comercial "QIAquick Gel Extraction Kit Protocol".

5.4.4. TRANSFORMACION DE DNA

La transformacion rutinaria de plasmidos (Figura 9) y ligaciones se realizé por el

método de Hanahan (Hanahan, 1983).
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Figura 9 Esquemas de los plasmidos utilizados en ese trabajo pGEMT easy y
pPIC9.

5.4.5. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Los protocolos basicos utilizados en las amplificaciones por PCR pueden encontrarse
tanto en los manuales clasicos de Biologia Molecular (Ausubel et al., 1993), como
en libros mas especificos (Erlich 1989). Se utilizd un termociclador "PTC-150

MiniCyclerTM" (MJ] Research). Los desoxinucledtidos fueron proporcionados por la
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casa comercial Boerhinger Mannheim. En las amplificaciones exclusivamente de
comprobacion, se utilizé la enzima Taq polimerasa, los tampones y el MgCl, de
Perkin Elmer/Roche. En las demas amplificaciones se utilizd la polimerasa, MgCl, y
tampones del sistema "Expand High Fidelity PCR Sistem" (Boerhinger- Mannhein)

que introduce muy pocos errores.

Las condiciones de cada PCR se adaptaron a las necesidades de cada experimento.
La temperatura de hibridacién de los oligonucledtidos en cada amplificacién fue
calculada mediante el programa informatico OLIGO 5,0 (Medprobe) y adaptada
empiricamente. El volumen total de cada PCR fue de 100ul cuando se trataba de
una PCR preparativa y de 50ul en el caso de PCR analiticas, en las que sodlo
interesaba la aparicion o no de una determinada banda. La secuencia detallada de
los oligonucledtidos utilizados en el transcurso del trabajo se muestra en la Tabla 6.
El diseno de los oligonucledtidos para que se cumplieran las condiciones requeridas,
tanto para la secuenciacion como para las amplificaciones por PCR, se realizd

mediante el programa informatico OLIGO 5,0 (Medprobe).

Tablas 6: Oligonucledtidos utilizados en este trabajo

Cepa Secuencia Utilidad
, , Clonacién en
Bgl2 up 5°GCT ACT GCG GAG GAAGGACC3
PGEM-T
, , Clonacién en
Bgl2 down 3" CTCGTTCACTTT GACTTT GCC 3
PGEM-T
pPic-Xhol 5°'CTC GAG AAA AGA GAA ATG GGT GAT TTG GCTTTC 3"  Clonacién en pPIC9
pPic-Notl 5" GTA GTA GCG GCC GCC TTA GTT GAATTT ACAGTC3"  Clonacién en pPIC9
, i , Expresion en
5°-AOXI 5'GACTGG TTC CAATTG ACA AGC3 .
P. pastoris
, , , Expresion en
3°-AOXI 5°GCA AAT GGC ATT CTG ACATCC 3 .
P. pastoris
C terminal H tag up 5°-CTTTAAGAAGGAGATATACC + ATG Proteomaster
C terminal H tag up 5-ATCGTATGGGTAGCTGGTCCC Proteomaster

69



Materiales y Métodos

5.5. SISTEMAS DE EXPRESION DE PROTEINAS.

5.5.1. Pichia pastoris, “PICHIA EXPRESSION KIT” DE INVITROGEN

Para la expresiéon de Bgl2 se utilizd, la levadura metilotrofica Pichia pastoris (cepa
GS115) capaz de metabolizar metanol como Unica fuente de carbono mediante la
enzima alcohol oxidasa y el plasmido pPIC9 de Invitrogen Corporation (San Diego
Ca., USA). En este sistema se utiliza el promotor que regula la produccion del

alcohol oxidasa (AOX1 y AOX2) para dirigir la expresion de proteinas heteroélogas.

El gen BGI2 de C. albicans que codifica para la 1,3-beta-glucosiltransferasa se
amplific6 por PCR sobre el DNA gendmico de C. albicans y se clond en el vector
pGEM-Teasy. Sobre uno de los clones obtenidos (comprobados por secuenciacion)
se amplificdé un fragmento que contenia: las dianas Xhol y NotlI (para clonarlo en
pPIC9 (vector necesario para la expresion de proteinas en la levadura P. pastoris),
se habia eliminado el péptido sefal de la proteina Bgl2 y se habia afiadido la senal
de corte para que suceda la secrecién de la proteina expresada. El fragmento
amplificado se clondé en pGEM-T easy y se secuencié para su comprobacion. Este
clon se digirié con las enzimas Xhol y Notl, y se ligd con el vector pPIC9 dando
lugar al nuevo plasmido pPIC9-BGL2 de 8.840 pb (Figura 10). Para comprobar que
la secuencia de bgl2 estaba clonada en fase con el marco de lectura abierta de la
secuencia de corte para la secrecién de la proteina se disefaron los oligos 5 AOXI y
3 "AOXI indicados en la Tabla 6 y se llevd a cabo la secuenciacion de algunos clones
seleccionados. La construccion de cepas recombinantes de P. pastoris portadoras
del gen BGL2 de C. albicans, se efectué mediante la transformacién por la técnica
de electroporacion de la cepa GS115 de P. pastoris con el vector construido pPIC9-

BGL2 previamente linearizado con la enzima Bg/II.

Las células transformadas se seleccionaron por auxotrofia para histidina
(transformantes GS115 His+), y las cepas recombinantes que se obtuvieron
(His™™ut* e His*Muts) se analizaron: su fenotipo mediante crecimiento en medio
selectivo, su genotipo mediante PCR y por su fenotipo mediante crecimiento en
placa de cultivo cinéticas de crecimiento, deteccion de transcritos de Bgl2, analisis
de proteinas por western blot de Bgl2 e identificacion de la proteina por
espectrometria de masas, de cepas cultivadas bajo condiciones de induccion del
gen heterdlogo clonado. Esta caracterizacion genotipica se realizé determinando por
PCR la presencia del gen AOX1 y el gen heterdlogo en el genoma de cada cepa. El

fenotipo Mut+ de una de las cepas seleccionadas se analizd a través de la
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capacidad de utilizar el metanol como Unica fuente de carbono, determinando la
velocidad especifica de crecimiento y el tiempo de duplicacion de la cepa cultivada
con inducciéon de metanol. Las condiciones en las que se obtuvo la mayor cantidad
de proteina expresada fueron: Induccién con 0.5 de metanol durante 4 dias, en

agitacion a 250 rpm a 28°C.
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Figura 10: Esquema de la construccién génica del plasmido pPIC9BGL2.

5.5.2. RTS 500 PROTEOMASTER KIT PARA LA EXPRESION DE PROTEINAS EN UN
SISTEMA LIBRE DE CELULAS

El sistema libre de células comercializado por industrias ROCHE. Esta basado en un
estrategia metodoldgica descrita desde 1961 por (Nirenberg, Matthaei et al. 1963)
y se fundamenta en el uso de un lisado celular de E. coli el cual contiene los
ribosomas y la maquinaria suficiente para la traduccién y transcripcion de proteinas
y que a pesar de que no se obtienen cambios post-traduccionales como las

glicosilaciones. Con esta estrategia se expresaron tanto Bgl2 como ecm33.
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- Bgl2,1,3-beta-glucosiltransferasa:

Para expresar Bgl2, se partid del clon de E. coli que tenia la insercién del gen de
BGL2 (utilizado para la expresion en Pichia pastoris). A esta construccién se le
realizaron dos inserciones, una el promotor T7 y una etiqueta de hemoaglutinina en

el carbono termina (Figura 11)l.

- Ecm33:

Llevamos a cabo la produccién de proteina Ecm33p por medio del proteomaster.
Para ello, y siguiendo las instrucciones de aparato, realizamos una construccién en
la que situamos nuestra proteina (a la que hemos eliminado el péptido senal) con el
promotor y terminador T7 necesarios para la obtencion de proteina en
proteomaster. Ademas le anadimos una cola de polihistidinas en el extremo C-
Terminal. Una vez obtuvimos la proteina en el ensayo que hacemos utilizando el
kit RTS100 pasamos a clonar la construccién en Pgem-T Easy y obtener la proteina

a gran escala en el Proteomaster.

5.6. SISTEMAS DE PURIFICACION DE PROTEINAS

5.6.1. INMUNOPRECIPITACION

La proteina Bgl2 expresada en el sistema libre de células del proteomaster se
expresd con una etiqueta de hemoaglutinina (HA) en el C-terminal, Se purificd por
inmunoprecipitaciéon con el uso de Dynabeads® Pan Mouse IgG de Invitrogen, las
cuales se sensibilizaron con el anticuerpo monoclonal anti HA.11 clon 16B-12. de
COVANCE. Las condiciones en cuanto a proporciones de Dynabeads® mas Ac anti-
HA, y posteriormente Dynabeads®-Ac anti-HA mas extracto crudo de Bgl2, fueron
titulados por separado, con el objetivo de optimizar los resultados. Las condiciones
mas adecuadas son descritas a continuacion: 250ul de Dynabeads®, se sensibilizan
con 5ul de Ac anti-HA durante 3 horas a 4°C en rueda, en una solucion de PBS,
EDTA 0.05mM, 1% de BSA. Posteriormente se lavan 3 veces, uniéndolas cada vez,
al magneto DynaMag™, con el buffer inicialmente utilizado. Posteriormente se
afiaden 50ul del extracto crudo de Bgl2 (proteomaster) y se deja incubando toda la
noche a 4°C en una rueda. Se repite el proceso de lavado 10 veces y se procede a
eluir con 250 pul de buffer desnaturalizante (tris-EDTA 0.5M PH 6.8 0.8mL, SDS
10% 1mL, DTT 1M 200ul, PBS 0.5mL). Se lleva a ebullicién a 99°C durante 5min se
retiran las dynabeads con el uso del magneto, se transfiere el eluido a otro tubo

tipo eppendorf y se congela a -80°C.
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inhibits tag expression)

Figura 11: Esquematizacién de la construccion génica para la expresion de Bgl2
en el sistema libre de células RTS ROCHE®.

5.6.2. HPLC (HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY)

La proteina recombinante Ecm33 se expresd con una cola de histidinas con el fin de
purificarla mediante una cromatografia de afinidad a niquel, ya que los anillos de
imidazol de las histidinas poseen una alta afinidad al catiéon Ni2+ que se encuentra
covalentemente unido a la matriz de la columna. Este tipo de cromatografias de
selectividad tan elevada facilita la purificacion de las proteinas, pudiéndose
conseguir altos grados de pureza. Con este propodsito, se diluyo la proteina
expresada en el sistema de proteomaster (1mL) en 14mL 1:15, de buffer fosfato
pH 7.4 con inhibidores de proteasas (Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablets
ROCHE®) (0.1M) y se solubilizé agregando al volumen total de 15mL de extracto
proteico, 250ul de SDS 10%, posteriormente se centrifugd la muestra a 4°C

(30min, 3800rpm) para comprobar que no quedaba proteina insoluble y se filtrd
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(didmetro de poro 0.45um; Millipore Corporation, Bedford, MA, USA). Con el
extracto proteicos solubilizado vy filtrado se inicié el procedimiento de purificacion
por el sistema de HPLC donde se acopldé una columna de niquel-sefarosa (volumen

de 1mL; His Trap HT LG) inicialmente la columna se equilibré con buffer fosfato.

El sistema de HPLC Ettam™ LC, se encuentra ubicado en la Unidad de Protedmica
de la UCM vy coordinado por el Dr. Felipe Clemente Velarde. Una vez equilibrada la
columna se inicid con inyecciones de 0.8mL de extracto proteico cada 10min, se
realizé un lavado entre cada inyeccion de muestra. Cuando se termind de inyectar
los 15 mL de muestra se lavd la columna con 20 volumenes de tampdn 1 (Buffer
fosfato pH 7.4) con 0.5% de tampdn b (Imidazol 1M Sigma Aldrich) para limpiarla
de las proteinas que no se unian, para eluir las proteinas que se unian de forma
inespecifica. Posteriormente se realizé una curva de elucion que iba a partir de 5%
de tampon B (Imidazol 1M) hasta el 100% de tampdén B en 10 min. La proteina se
consiguio eluir en el primer ciclo entre el 40 y el 60% de tampon B. Los pasos de la
purificacion se verificaron mediante una electroforesis en un gel SDS-PAGE vy
Western Blot frente a un suero policlonal obtenido previamente, la proteina

purificada se congeld a -80°C.

5.6.3. FPLC (FAST PROTEIN LIQUID CHROMATOGRAPHY)

La proteina recombinante Bgl2 se expresd sin etiqueta, con el objeto de tener la
proteina lo mas parecida a su forma nativa y que no perdiera caracteristicas
inmunogénicas. Para purificarla se procedid de la siguiente forma: en un paso
previo se utilizé una columna monoQ (de intercambio idnico), para posteriormente,
los picos seleccionados en este paso, separarlos mediante FPLC (columna de
intercambio idnico). La seleccion de los picos que contenian la proteina de interés
(proteina recombinante Bgl2) se hizo mediante la técnica de inmunoblot. Este
procedimiento fue realizado por la Dra. Arancha Llama en el Departamento de
Biotecnologia de la E.T.S. Ingenieros Agréonomos de la Universidad Politécnica de

Madrid, siguiendo el protocolo descrito por (Sheehan 1996).
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5.7. METODOLOGIAS DE ANALISIS DE PROTEINAS

5.7.1. CUANTIFICACION DE PROTEINAS

-Método de Bradford: La cantidad de proteina en las muestras se determind

siguiendo el método de Bradford (Bradford 1976). Para realizar la recta patron se
utilizd una solucién de albumina sérica bovina de concentracion conocida (2.5
mg/mL) y se realizaron diluciones entre 0.75 y 25 pg/mL. El reactivo de Bradford

fue suministrado por la casa Bio-Rad.

-Método espectrofotométrico: En ocasiones la estimacion de la concentracion de
la proteina de una muestra se llevé a cabo midiendo su absorbancia a 280nm en un
espectrofotémetro Beckman DU 640, considerando que 1 unidad de absorbancia a
dicha longitud de onda corresponde aproximadamente a una concentracion de

1mg/mL de proteina.

5.7.2. SDS-PAGE Y METODOLOGIAS DE DETECCION DE PROTEINAS

- Electroforesis SDS-PAGE: Los geles se realizaron siguiendo el sistema descrito
en (Laemmli 1970). Utilizando el sistema Mini Protean II (Bio-Rad) se prepararon
geles de poliacrilamida de 1.75 mm de grosor con el separador al 10% y 12% vy el
concentrador de 1cm y se utilizaron peines de 10 pocillos y 15 pocillos segun el

Caso.

Las muestras de proteinas que fueron separadas por electroforesis de 1D SDS-
PAGE, Se colocaron en buffer de carga (Tris HCI pH 6.8 100 mM; SDS 4%, Glicerol
20%; Azul de bromofenol 0.2%; DTT 200 mM). Las muestras se llevaron a

ebullicién durante 10 min a 99°C y se centrifugaron a 13.000 rpm 5 min.

La electroforesis de proteinas en condiciones desnaturalizantes se llevo a cabo en
geles de poliacrilamida, segun el método descrito en (Laemmli 1970) a 150V
durante 1lhora. Se utilizé el sistema Mini-PROTEAN® II Electrophoresis Cell (Bio-
Rad), cargando hasta 45ul de proteina de cada muestra y el patrén de pesos
moleculares BenchMark Prestained Protein Ladder (Invitrogen) y utilizando como
tampodn de electroforesis: Tris 25 mM; Glicina 250 mM; SDS 0.1%.

-Transferencias: Para realizar las transferencias se utilizaron membranas de

nitrocelulosa (Amersham Biosciences) y tampdn de transferencia (Metanol 20%;
tampdn 10X (Tris 48 mM; Glicina 39 mM; SDS 0.46 g/l)) (Towbin, Staehelin et al.
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1979). Para los geles 1D-PAGE se utilizd el sistema Mini Trans-Blot®
Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad) y se llevé a cabo a 100 V durante 1:15 hora.
Se comprobd la eficacia de la transferencia de las proteinas del gel a la membrana
usando una solucidon de rojo de Ponceau (rojo de Ponceau 0.2%, acido acético

10%) y lavando con PBS hasta ver las manchas proteicas claramente.

-Western blot o inmunoblot: La técnica de inmunoblot se llevo a cabo siguiendo

protocolos standard (Ausubel et al., 1993). En primer lugar se bloqued la
membrana de nitrocelulosa (Hybond ECL, Amersham), a la cual se habian
transferido todas las proteinas, con leche al 5% en TTBS (Tris-HCl| 100mM, pH 7.5,
NaCl 50mM, Tween-20 0.05%), durante toda la noche. Posteriormente se procedid
al lavado de la membrana con TTBS, durante 8 min, 5 veces. A continuacion se
realiza la hibridacion de los anticuerpos presentes en los diferentes sueros
obtenidos de los pacientes con candidiasis o individuos sanos o sueros policlonales
obtenidos de conejo, en una dilucién 1:100 en TTBS al 0.5% de leche desnatada en
polvo para minimizar las uniones inespecificas y acida de sodio al 0.01% y se deja
incubando 2 horas en agitacion. Se procedié posteriormente al lavado de la
membrana con TIBST, durante 10min, 5 veces. Los anticuerpos secundarios
utilizados son anti-IgG marcados con fluorocromos IRDye que se leen o a
800CW(verde) o a 680CW(rojo) LI-COR Biosciences anti-ratén, anti-conejo o anti-
humano segun el caso, todos se utilizaron en una dilucién 1:10.000 disueltos en la
misma solucién que el primero, y se deja incubando 2 horas en agitacién,
finalmente se realizan lavados con TTBS durante 10 min, 5 veces, se dejas en TTBS
y posteriormente se escanea en el equipo de LI-COR Biosciences, con el software
de oddysey. Agradecimiento para el Dr. Fernando Vivanco, jefe asociado del
Departamento de Inmunologia de la Fundacion Jiménez Diaz, por la produccién de

los sueros policlonales para las proteinas recombinantes Bgl2 y Ecm33.

-Tincion de geles con plata: Se empled el Kit Bio-Rad “Silver Stain”. Siguiendo
las instrucciones del fabricante. Después de la electroforesis de SDS-PAGE 1D, los
geles fueron lavados en agua desionizada durante 5min. A continuacion se
incubaron en etanol: acido acético: agua (40:10:50) durante 1hora, como minimo.
Los geles se lavaron entonces con agua 1 vez se colocaron con el agente oxidante
durante 5min. Posteriormente se lavaron con agua milli-Q en un tiempo maximo de
15min. Luego se tifieron con el reactivo de plata durante 20min en agitacion
constante, se realiza un Unico lavado rapido no mayor a 30 segundos con
abundante agua milli-Q y se procede a revelar. El proceso de revelado debe hacerse

en agitacion y retirando el revelador en el que aparezca un precipitado marron,
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cambiandolo por nueva solucidn reveladora, este proceso se realiza tantas veces
sea necesario hasta que observe la muestra que esta tinendo, finalmente se retira y
se lava 1 vez con agua milli-Q y se deja en una solucién de acido acético al 5%, se
puede dejar en esta, o a la hora cambiarla por agua milli-Q. Todos los pasos han

sido realizados con agitacion en un orbital a 50rpm.

-Tincion con coomasie coloidal: Para realizar la tincion con Coomassie coloidal

compatible con espectrometria de masas, los geles se colocaron con solucion de
fijacion (Etanol 50%, Acido fosférico 2%) toda la noche. Al dia siguiente se hicieron
tres lavados con agua Mili-Q de 10min cada uno para eliminar la solucién de
fijacion, los geles se dejaron agitdandose en una solucion de sulfato amoénico 17%,
acido fosfdrico 3% y metanol 33% durante una hora, tras este tiempo se les afiadio
una solucién de 5mL de Coomassie Blue G-250 6,6% (Bio-Rad) en etanol y se dejo
en agitacion durante toda la noche, posteriormente se destifieron con sucesivos
lavados con agua Mili-Q hasta que quedaran visibles las manchas proteicas y poco

fondo.

5.8. TECNICAS PROTEOMICAS

5.8.1. OBTENCION DE PEPTIDOS TRIPTICOS

Para la identificacion de proteinas de la superficie celular de C. albicans y otras
especies de Candidas se utilizdé el método descrito por (Hernaez, Ximenez-Embun et
al. 2010) y se realizé en la Unidad de Protedmica de la Universidad Complutense y
el Parque Cientifico de Madrid. En el que en levaduras o hifas vivas se llevé a cabo
una digestion leve con tripsina de la superficie celular, para ello las células en
pellet, se resuspendieron en 800ul de Bicarbonato amodnico 25mM, se adiciond 5ug
de Tripsina y DTT 0.1mM a una concentracién final, se dejo actuar 5 min a 37°C y
600rpm para el caso de levadura e hifas obtenidos en medio lee, y en el caso de
hifas inducidas con suero humano , se realizé con 10vg de tripsina durante 30min
el resto de parametros fueron los mismos. La reaccidén de la tripsina se paré con la
adicién de 100ul de acido trifluoroacético (TFA) al 1%. Posteriormente se centrifugo
3 min a 10.000rpm, se paso el sobrenadante por un filtro millipore de 0.22um. y se
concentrd la muestra en “speed-vac”, hasta obtenerse la muestra en un volumen

de alrededor 2ul, el cual se resuspendié en 10pul de TFA 0.1%.
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5.8.2. IDENTIFICACION DE PROTEINAS POR FRAGMENTACION DE PEPTIDOS EN
TRAMPA IONICA

a. Cromatografia de fase reversa en microcolumna (R2).

Antes del analisis por espectrometria de masas, con el objetivo de eliminar sales y
concentrar la muestra, se pasé por una microcolumna con el material PorosR2@
(PerSeptive Biosystems), que se acoplé manualmente en una punta amarilla. Esta
se acondiciond con acetonitrilo al 80% y se equilibré con TFA al 0.5%, tras lo cual
se paso la muestra por la columna. Se lavod la columna 3 veces con TFA al 0.1%, se
procedid a eluir los péptidos con 50ul de acetonitrilo 80%, en un eppendorf, se secd
la muestra en speed-vac y finalmente se resuspendié en 20ul de acido formico al
5%. Luego se procedié al analisis de los péptidos por cromatografia liquida de alta
resoluciéon (HPLC, del inglés High Performance Liquid Chromatography) de fase
reversa (RP, del inglés reverse phase) acoplada a una trampa de iones lineal con
ionizacion por electrospray HPLC-ESI-LTQ o ORBITRAP VELOZ

b. Linear Trap Quadrupole, (Thermo Electron):

Los péptidos fueron analizados utilizando cromatografia liquida/MS-MS (LC/MS-MS)
en un espectrometro de masas de tipo LTQ (Linear Trap Quadrupole, Thermo
Electron San Jose, CA, USA). Posteriormente fueron separados en una columna
C 18 (DIONEX), aplicando una velocidad de flujo de 250ul/min. Se utilizaron agua
al 98% vy acetonitrilo al 80% con 0,1% de acido férmico como disolventes A y B,
respectivamente. El gradiente, empezd y se mantuvo durante 5 min al 5% de B,
después subid al 70% de B durante 130min, y por ultimo subié al 98% de B donde
se mantuvo otros 5min. El espectrometro de masas operé en el modo data-
dependent adquiriendo automaticamente en MS y MS/MS. Los parametros de
scanning fueron los siguientes: Full scan MS (400-1800 m/z) con 12 de scan Zoom
y MS/MS (isolation with 0,5 m/z), y energia de colisién normalizada 35%. El
scanning se realizé usando una lista de exclusién dindmica (45s, tamafio de lista de

exclusiéon de 500)
c. Velos Orbitrap LTQ (Thermo Scientific):

Los péptidos se cargaron en una columna C18-A1 ASY-2 cm pre-columna (Thermo
Scientific) y después se eluydé en una columna de Biosfera C18 (C18 diametro,
interior 75um, 15cm de largo, 3um tamafio de particula) (Nano/separacion) y se
separaron usando un gradiente de 140min (110 min 0 a 40% de tampdn B,

Tampon A: 0,1% de acido férmico, 2% de ACN; tampdn B: 0,1% de acido formico
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en ACN) a una velocidad de flujo de 250nl/min en un HPLC nanoEasy (Proxeon)
acoplado a una fuente de iones nanoelectrospay (Proxeon). Los espectros de masas
se adquirieron en la Velos Orbitrap LTQ-(Thermo Scientific) en el modo de iones
positivos. De exploracién completa espectros de MS (m/z 400 hasta 1400) se
adquirieron en la Orbitrap con un valor objetivo de 1.000.000 a una resolucion de
60.000 a m/z 400 y los 15 iones mas intensos se seleccionaron para disociacion
inducida por colisién (CID) fragmentacion en el LTQ con un valor objetivo de
10.000 y energia de colisién normalizada del 38%. Precursor ion cargo de deteccion
y seleccidon de estado precursor monoisotopico fueron habilitadas. Los iones de una
sola carga y no asignados de carga fueron rechazados. El scanning se realizo

usando una lista de exclusién dindmica (30s, tamafio de lista de exclusion de 450).

Se consideraron proteinas identificadas aquellas cuyos péptidos superaban los
siguientes parametros: probabilidad de péptido de 10 -3, X-Corr de 2,0 (+2), 2,5
(+3). Los valores calculados para los FDR se encontraban entre 0,4 y 1,2%.Cada
muestra se ionizo 2 veces. Para las busquedas de proteinas en los programas
informaticos (ver herramientas bioinformaticas 3.9), se utilizaron los péptidos
detectados, en las dos ionizaciones. Finalmente, se tuvieron en cuenta las proteinas
gue se identificaron por 1 péptido en 3 experimentos, por 2 péptidos en por lo

menos 2 experimentos y/o con mas de 3 péptidos en 1 experimento.

5.8.3. IDENTIFICACION DE PROTEINAS POR ESPECTOMETRIA DE MASAS MALDI-
TOF/TOF

En el caso de la identificacion de bandas de proteinas procedentes de los geles
SDS PAGE, tefiidos con Azul de coomasie coloidal, la bandas fueron cortadas
manualmente con hojas de bisturi y transferidas a una tubo tipo eppendorff con
50ul de agua Milli-Q para su posterior digestién e identificacion en la Unidad de
Protedmica de la Universidad Complutense y el Parque Cientifico de Madrid. La
identificacion se realizd mediante huella peptidica o mediante fragmentacién de
péptidos utilizando un espectrémetro de masas de tipo MALDI-TOF/TOF (MALDI-
tandem time-of-flight mass spectometer 4800 Proteomics Analyzer). Se recurri a
la fragmentacion de péptidos en los casos en los que la huella peptidica no conducia
a una identificacion clara de la proteina. Las identificaciones de proteinas se
llevaron a cabo utilizando como motor de busqueda MASCOT (MatrixScience
(http://www.matrixscience.com)) en una base de datos no redundante de Candida:
Candida Genome Database (CGD21) o NCBI.
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5.9. BASES DE DATOS Y HERRAMIENTAS BIOINFORMATICAS

Durante la realizacidn de la tesis doctoral se han consultado diferentes bases de
datos disponibles en Internet asi como distintas herramientas bioinformaticas. Las

mas utilizadas se listan a continuacion:

5.9.1. BASES DE DATOS

Las proteinas obtenidas se clasificaron de acuerdo a su funcién bioldgica basandose

en las siguientes bases de datos:
e SWISS-PROT http://us.expasy.org/sprot/
e CGD http://www.candidagenomedatabase.org/

Con el fin de interpretar bioldgicamente los datos generados, los resultados
obtenidos se analizaron con diferentes herramientas bioinformaticas de anotacién
funcional. Estas herramientas permiten integrar la informacion bioldgica de cada
proteina recogida en las diferentes fuentes publicas (por ejemplo NCBI, SWISS-
PROT, GO), de forma que se puedan estudiar los datos de un modo mas analitico y
global. Las proteinas son analizadas y clasificadas en funcién de sus caracteristicas
(funcién bioldgica, propiedades bioguimicas, localizacién). Para la integracién de los

datos y anotacion funcional se emplearon las siguientes direcciones:

e Funspec: http://funspec.med.utoronto.ca/
e GoTermfinder: http://db.yeastgenome.org/cgi-bin/GO/goTermFinder

e Proteopathogen: http://proteopathogen.dacya.ucm.es/

Pubmed. Base de datos de revistas cientificas de la Biblioteca Nacional de Medicina

de Estados Unidos: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi.

Candida albicans Genome Sequence Project: Base de datos del Stanford Genome
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5.9.2. HERRAMIENTAS BIOINFORMATICAS:

25.9.2.1. ANALISIS DE SECUENCIAS

SignalP V1.1, World Wide Web Prediction Server. Permite el andlisis de secuencias
para la busqueda de secuencias sefales (www.cbs.dtu.dk/services/SignalP)
(Nielsen, Engelbrecht et al. 1997). Big PI-Predictor GPI Modification Site Prediction
Programa que localiza los potenciales anclajes a GPI de una secuencia.
(http://mendel.imp.univie.ac.at/gpi) (Eisenhaber, Bork et al. 1998) Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST). Enfrenta secuencias tanto aminoacidicas como
nucleotidicas con todas las existentes en las bases de datos proporcionando un

listado de todas aquellas secuencias con homologia a la secuencia en estudio.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/

5.9.3. MOTORES DE BUSQUEDA

Para la identificacién de proteinas a partir de los espectros obtenidos se credé un
listado de valores que correspondian con los iones de cada péptido detectado. Los
péptidos obtenidos, se compararon con péptidos tedricos de las proteinas

existentes en las bases de datos, en este caso se utilizaron 2 motores de busqueda:
Software Proteome Discoverer version 1.2.0.208 (Thermo).

usa para la busqueda la “Candida DataBase”. los parametros de busqueda que

utiliza son:

Tolerancia de péptidos: 300ppm
Tolerancia del fragmento del ion: 0.6 Da
Sitios de corte: 1

El punto de corte que utiliza, para filtrar a partir de la puntuacién “score” (X-Corr)
dada es de 2.0 (+2), 2.5 (+3).

MASCOT 2.3.0
Los parametros de busqueda fueron los siguientes:
O Metionina oxidada Como modificacion variable

O Tolerancia de masas para péptidos de 600 ppm.
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O 2 ausencias de sitios de corte de tripsina
O Tolerancia para los fragmentos de MS/MS de 0,8 Da.

Como filtro se aplicd “peptide confidence high”.

5.10. MODELO MURINO PARA LA EVALUACION DE VACUNAS

Para los ensayos de inmunizacion se utilizd el modelo de infeccién sistémica de
C. albicans descrito por Spellberg, B. J., et al. 2006. En este trabajo se utilizé la
cepa de raton BALB/c que presenta una baja susceptibilidad a la infeccion con
C. albicans. Se trata de una cepa consanguinea proporcionada por los laboratorios
Harlan France (Sarl, Francia). Y mantenidos en condiciones asépticas en el
animalario de la Facultad de Medicina de la UCM. Siempre se utilizaron hembras de

entre 13 y 16 semanas de edad y un peso de aproximadamente 20 gramos.

Para realizar la infeccién (Spellberg, Ibrahim et al. 2006) de peso, se ensayaron 5
concentraciones de proteina Bgl2 (0.003, 0.03 0.3, 3 y 30ug) y 2 grupos control
(sin vacunar y con solo adyuvante). El protocolo de inmunizaciéon que se utiliz fue:
administraciéon por via intraperitoneal con dos dosis. La primera de ellas se
administré con adyuvante completo de Freud y la segunda con adyuvante
incompleto. Las dosis se administraron con 15 dias de diferencia. A los 30 dias de la
segunda inmunizacion se sacrificaron 2 ratones de cada grupo de concentracion de
proteina, los ratones restantes se infectaron con 5x10° células por mL de
C. albicans por via intravenosa. Los ratones fueron supervisados diariamente y se

registré la supervivencia hasta el dia 30 pos-infeccion.

Para la evaluacion de ecm33 como vacuna, se tomaron 5 grupos (n=5) de ratones
hembras BALB/c de 20 gramos de peso, se ensayaron 3 dosis de proteina ecm33
(0.3, 3 y 30ug) y 2 grupos control (sin vacunar y con adyuvante completo de
Freud). El protocolo de inmunizacion que se utilizé fue: el mismo descrito para la

inmunizacion con Bgl2

Todos los animales fueron tratados de acuerdo con las normas éticas dictadas por

la Comunidad Europea.
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6. RESULTADOS

6.1. ESTUDIO DEL SURFOMA DE C. albicans DURANTE LA
TRANSICION DIMORFICA

6.1.1. EVALUACION GLOBAL DEL PROTEOMA SUPERFICIAL DE LEVADURAS E HIFAS
DE C albicans

En este trabajo se han estudiado las proteinas de la superficie de C. albicans en
levadura, hifas, e hifas inducidas con suero humano. Para ello se ha utilizado una
estrategia protedmica sin gel basada en la digestion triptica de células vivas para
obtener los péptidos de las proteinas superficiales (Figura 12). Esta estrategia habia
sido puesta a punto para C. albicans y S. cerevisiae en nuestro grupo de
investigacion (Insenser, Nombela et al. 2006; Hernaez, Ximenez-Embun et al. 2010).
Este protocolo a diferencia de las aproximaciones protedmicas clasicas, no requiere
fraccionamiento sub-celular y la posterior separacion y visualizacion de las proteinas
por electroforesis bidimensional (2D-PAGE) (Pitarch, Sanchez et al. 2002).

Para la obtencion de los distintos tipos celulares involucrados en la transicién
dimorfica de C. albicans utilizamos el medio Lee, en el cual con la variacion del pH se
controla el tipo celular que presenta el hongo, a pH 4.2 las células permanecen como
blastoconidias y a pH 6.7 se inicia el proceso de filamentacion. Ademas se estimuld
la conversion a hifas suplementando el medio Lee con 10% de suero humano, con el
propésito de intentar simular las condiciones existentes en una candidemia (estas
muestras se llamaron hifas 10% S). Se inicié el experimento con la inoculacién de los
3 medios mencionados anteriormente con células en fase logaritmica procedentes de
un cultivo en medio YPD, donde se lavaron y ajustaron a 5x10° células por mL. El
cultivo fue realizado a 37°C durante 6 horas. A continuacidon se lavaron, en el caso
de levaduras e hifas crecidas en Lee, Unicamente con PBS frio y en el caso de hifas
procedentes del medio Lee suplementado con 10% de suero humano, se realizd un
primer lavado con PBS-Tween 20 0.01% y 6 lavados posteriores con PBS. Se
recogieron las células y se mantuvieron en hielo y posteriormente se realizd el
proceso de tripsinizacion, obtencién y lavado de péptidos tripticos, separacion por
HPLC y analisis en un espectrometro de masas Orbitrap, para finalmente identificar
las proteinas del surfoma. Un esquema de todo el proceso se muestra en la Figura
12. Se realizaron 3 réplicas bioldogicas en levaduras e hifas 10%S y 4 réplicas
bioldgicas en hifas. El nUmero total de identificaciones en cada réplica de cada una

de las muestras fue reproducible, Tabla 7.
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10%

Medio Lee / e

humano

pH 4.2 pH: 6.7 pH 6.7

6 horas 372C

centrifugaciény
lavado (6X)
PBS- tween 20

centrifugaciony | i
lavado (6X)
PBS

Citometria . . Digestion con 5pg Digestién con 10pg . i
De flujo Microscopia tripsina+ DTT /5min Tripsina+ DTT/30 min Microscopia
Cromatografia de fase reversa (R2)
Cromatografia liquida de alta resolucién

de intercambio idnico

lonizacién por e*ectro espray (ESI)

ORB*TRAP
, — Busqueda en Bases de Datos
Busqueda en Bases de Datos )
1. Candida Genome Database - ‘ 2 SWISS. prot-human
2. Candida Genome Database

O

Figura 12: Estrategia protedmica utilizada para la caracterizacion del surfoma

durante la transicion dimorfica de C. albicans.

En el lado izquierdo se representa la obtencion de péptidos tripticos e identificacién
de proteinas a partir de levaduras e hifas obtenidas en medio Lee y en el lado
derecho la obtencion de péptidos tripticos e identificacion de proteinas de la
superficie celular después de la induccion de filamentacion de C. albicans con 10%

de suero humano en medio Lee (hifas 10%S).
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Namero de proteinas

Réplicas identificadas de C. albicans
. { bioldgicas
Tabla) 7._ Nl_,lr_nero de g Levaduras Hifas10%
proteinas identificadas en S

cada experimento de
levaduras e hifas de C.
albicans .

En esta aproximacion protedmica es muy importante controlar la posible lisis celular
después de la digestion con la tripsina. Por este motivo siempre se tomaron alicuotas
de las células antes y después de tripsinizar, que se analizaron con la adiciéon de
ioduro de propidio y mediante citometro de flujo en el caso de levaduras. En el caso
de hifas se hizo un recuento en un microscopio de fluorescencia (Figuras 13 y 14).
Por otro lado observamos la superficie celular, antes y después de tripsinizar, en un
microscopio electrénico de barrido por criofractura, en el cual observamos una
superficie celular rugosa después de la tripsinizacion a diferencia de la superficie lisa

que se observé en células intactas (Figura 15)

0,75

M antes

I.LP %

M después

levaduras * hifas ** hifas 10% S**

Figura 13. Porcentajes de células positivas para ioduro de propidio antes y después
de realizar la digestion triptica de la superficie celular durante la transicion
dimoérfica.

*Células evaluadas mediante Citometria de flujo.
**Células evaluadas mediante microscopia de fluorescencia.
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Levaduras Hifas Hifas 10% S

Antes Después Antes Después Antes Después

Figura 14: Microscopia de las levaduras e hifas de C. albicans antes y después de la tripsinizacion A. Microscopia de
luz visible, B. Microscopia de fluorescencia (tincidon con ioduro de propidio). C. Imagen que combina microscopia de luz
visible y microscopia de fluorescencia.
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10.000 X

Figura 15. Microscopia electrdonica de transmision con criofractura de células de
C. albicans antes (A) y después (B) de realizar |la digestion con tripsina.

Para el analisis de las proteinas de las tres condiciones estudiadas: levaduras, hifas
e hifas 10%S, se realizé una lista de proteinas para cada una de las condiciones
experimentales (los resultados individuales de las proteinas identificadas en cada
una de las réplicas bioldgicas se muestran en el material suplementario de la tesis).
Para ello, se tuvieron en cuenta los siguientes criterios de inclusion: proteinas que
hayan sido identificadas en al menos 3 réplicas bioldgicas, proteinas identificadas
en dos réplicas bioldgicas con 2 o mas péptidos y proteinas identificadas en una
réplica bioldgica con 3 o mas péptidos. Teniendo en cuenta estos parametros se
identificaron un total de 938 proteinas en el experimento de la transicion dimorfica.
Evaluando cada condicion experimental por separado se identificaron 383 proteinas
en levaduras, 914 proteinas en hifas y 303 proteinas de C. albicans en hifas 10% S.
Ademas, en los analisis de las muestras obtenidas en medio suplementado con
suero humano se identificaron 139 proteinas humanas en la superficie celular de las
hifas de C. albicans. Para el analisis de las proteinas de C. albicans se realizd una
clasificacién en 11 categorias, estas fueron establecidas teniendo en cuenta su
utilidad a la hora de proponer proteinas candidatas a dianas diagndsticas o

terapéuticas (antifungicos y/o vacunas), estas categorias son:

1. Proteinas con anclaje GPI

2. Proteina implicadas en la biogénesis y/o mantenimiento de la pared celular
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3. Proteinas previamente identificadas en la superficie celular.

4. Proteinas inmunogénicas.

5. Proteinas especificas de hongos.

6. Proteinas relacionadas con la respuesta a antifungicos.

7. Proteinas relacionadas con mecanismos de patogenicidad.

8. Proteinas relacionadas con la formacion de “biofilms”.

9. Proteinas relacionadas con la respuesta a condiciones de estrés.

10. Proteinas relacionadas con el citoesqueleto, esencialmente de actina.

11. Otras proteinas.

Esta clasificacion se realizd teniendo en cuenta la descripcidn que se encuentra de
cada proteina en la base de datos de Candida, CGD (Candida Genome Database), la
cual se fundamenta tanto en hallazgos experimentales, como en estudios

bioinformaticos.

La primera clasificacion se realizé independientemente en cada uno de los listados
de proteinas de levaduras, de hifas y de hifas 10%S y para cada una de las
categorias, por lo que se puede encontrar la misma proteina en varias categorias
(Tabla 8).
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Tabla 8. Proteinas identificadas en la superficie de levaduras, hifas e

hifas 10%S.

.
CATEGORIA* I LEVADURAS | HIFAS 10%S

Anclaje GPI

Als1, Als2, Als3, Cht2, Crh11, Eapl,
Ecm33, Ecm331, |hd1, Pga4, Pga45,
Pga53, Phrl, Phr2,Plb3, PIb4.5,
Rbt1, Rbt5, Rhd3, Sap9, Ssrl, Utr2,
Pga52, Rbt4, Sap10,

Als1, Als3, Cht2, Crh11, Dfg5, Eap1l,
Ecm33, Hyrl, |hd1, Pga4, Pga45,
Pga53, Phrl, Phr2 PIb3, PIb4.5,
Rbt1, Rbt5, Rhd3, Sap9, Sod5, Ssrl,
Utr2, Pga52, Rbt4, Pgal0, Pga63.

Als1, Als3, Cht2, Crh11, Ecm33,
lhd1, Pga4, Pga45, Pga53, Phrl,
Phr2, PIb3, PIb4.5, Rbt1, Rbt5,
Rhd3, Sap9, Sod5, Ssrl, Utr2,
Dfg5, Hyrl, PIb5, Pgal0, Pga63,
Sap10.

25

27

26

Abg1, Atcl, Bgl2, Cht2, Cht3, Crh11,
Csp37, Ecm33, Engl, Gdal, Gfal,
Gpd2, Hex1, Mnn2, Mnt1, Mp65,

0rf19.3414, Orf19.3683,
0rf19.4246, Pga4, Phrl, Phr2, Pirl,
Pmil, Pmm1, Rbel, Rhol, Scwil,
Sim1, SIk19, Srb1, Sun41, Tmal9,
Utr2, Xyl2, Ywp1l.

Arp2, Atcl, Bgl2, Bud7, Chs5, Cht2,
Cht3, Crh11, Csp37, Cys4, Ecm17,
Ecm33, Engl, Frs1, Gal10, Gdal,
Gfal, Gnal, Gpd2, Gscl, Hex1,
Kre9, Mnn7, Mntl1, Mp65,
0rf19.3414, Orf19.3683,
0rf19.4246, Orf19.7124, Pga4,
Phr1, Phr2, Pirl, Pmil, Pmml1,
Pmrl, Pmtl, Pmt2, Psa2, Rbel,
Rho1l, Rvs167, Scw11, Sim1, SIk19,
Smil, Srb1, Sun41, Tmal9, Uap1,
Utr2, Xyl2, Ywp1.

Bgl2, Cht2, Crh11, Csp37, Ecm33,
Engl, Gdal, Gfal, Gpd2, Mnn7,
Mnt1, Mp65, Orf19.4246, Pga4,
Phrl, Phr2, Pirl, Pmil, Pmm1,
Pmt2, Rhol, Scw11, Sim1, SIk19,
Srb1, Tmal9, Utr2, Ywp1l.

36

53

28

Adh1, Als1, Als2, Als3, Ape2, Atcl,
Atpl, Bgl2, Bmh1, Cdc19, Cef3,
Cht2, Crh11, Csp37, Eapl, Ecm33,
Ecm331, Egd2, Enol, Geal, Gdal,
Gph1l, Gpm1, Hem13, Hsp70,
Hsp90, Ihd1, Kar2, Mp65, Msb2,
0rf19.2296, Orf19.251, Orf19.4886,
0Orf19.5126, Pdc11, Pga4, Pga45,
Pga52, Pga53, Pgk1, Phrl, Pill, Pirl,

Adh1, Als1, Als3, Ape2, Atcl, Atpl,
Bgl2, Bmh1, Cdc19, Cef3, Cht2,
Crh11, Csp37, Dfg5, Eapl, Ecm17,
Ecm33, Egd2, Enol, Frel0, Gcal,
Gdal, Gph1l, Gpm1, Hem13, Hsp70,
Hsp90, Hyrl, Ihd1, Kar2, Mp65,
Msb2, Orf19.2296, Orf19.251,
0rf19.4886, Orf19.5126,
0Orf19.6082, Pdc11, Pgal0, Pga4,

Adh1, Als1, Als3, Ape2, Bgl2,
Bmh1, Cdc19, Cef3, Cht2, Crh11,
Csp37, Dfg5, Ecm33, Egd2, Enol,

Gcal, Gdal, Gphl, Hem13,
Hsp70, Hsp90, Hyrl, Ihd1, Kar2,
Mp65, Msb2, Orf19.2296,
Orf19.251, Pdc11, Pga10, Pga4,
Pga45, Pga53, Pga63, Pgkl, Phrl,
Pil1, Pirl, Plb3, PIb4.5, Rbt1,

Superficie
celular PIb3, PIb4.5, Rbel, Rbtl, Rbt4, Rbt5, Pga45, Pga52, Pga53, Pga63, Pgkl, Rbt5, Rhd3, Rpl10, Rpl11, Rpl12,
Rhd3, Rpl10, Rpl11, Rpl12, Rpl17b, Phr1, Pil1, Pirl, PIb3, PIb4.5, Pmt1, Rpl17b, Rpl18, Rpl19a, Rpl25,
Rpl18, Rpl19a, Rpl25, Rpl3, Rpl38, Rbel, Rbt1, Rbt4, Rbt5, Rhd3, Rpl3, Rpl38, Rpl4b, Rpl5, Rpl6,
Rpl4b, Rpl5, Rpl6, Rpsl, Rps10, Rpl10, Rpl11, Rpl12, Rpl17b, Rpl18, Rps1, Rps10, Rps14b, Rps18,
Rps14b, Rps18, Rps21, Rps28b, Rpl19a, Rpl25, Rpl3, Rpl38, Rpl4b, Rps21, Rps28b, Rpsba, Rps7a,
Rps6a, Rps7a, Rps8a, Sam2, Sap10, RplS, Rpl6, Rps1, Rps10, Rps14b, Rps8a, Sam2, Sap10, Sap9,
Sap9, Scw11, Sim1, SIk19, Snz1, Rps18, Rps21, Rps28b, Rps6a, Scw11, Sim1, SIk19, Snz1, Srb1,
Srb1, Ssa2, Ssb1, Ssc1, Ssrl, Sun41, Rps7a, Rps8a, Sam2, Sap9, Scwll, Ssa2, Ssb1, Ssc1, Ssrl, Tdh3,
Tdh3, Tef1, Tkl1, Tmal9, Tsal, Sdh2, Sim1, Slk19, Snz1, Srb1, Ssa2, Tefl, Tkl1, Tmal9, Tsal, Ugpl,
Ugpl, Utr2, Ywp1l. Ssb1, Ssci, Ssr1, Sun41, Tdh3, Tef1, Utr2, Ywpl.
Tkl1, Tmal9, Tsal, Ugpl, Utr2,
Vps1, Ywpl.
92 99 84
Achl, Acol, Acs2, Adel7, Adh1l, Ach1l, Acol, Acs2, Adel7, Adhl, Acs2, Adel7, Adh1, Ahp1, Bgl2,
Ahp1l, Atpl, Atp2, Bgl2, Cef3, Crh11, Adh5, Ahpl, Atpl, Atp2, Bgl2, Cef3, Crh11, Ddr48, Efb1, Eft2,
Ddr48, Efb1, Eft2, Enol, Fbal, Cdcl11, Cef3, Crh11, Cys4, Ddr48, Enol, Fbal, Gnd1l, Gre3, Grp2,
Gnd1, Gpm1, Gre3, Grp2, Hem13, Efbl, Eft2, Enol, Fbal, Gnd1l, Hem13, Hsp70, Hxk2, Ino1, Ipp1,
Hsp70, Hxk2, IIv5, Ino1, Ippl, Lpdl, Gpm1, Gre3, Grp2, Hem13, Hsp70, Mdh1, Met15, Met6, Mp65,
Mdh1, Met15, Met6, Mp65, Msi3, Hxk2, Ilv5, Imh3, Ino1, Ippl, Leul, Msi3, Pdcl1, Pdil, Pgil, Pgk1,
- 0rf19.1946, Pdc11, Pdi1, Pgil, Pgkl, Lpd1, Mdh1, Met15, Met6, Mp65, Pmm1, Rpl13, Rpp0, Sah1, Shm2,
Inmunogénicas Pmm1, Qcr2, Rpl13, RppO, Sahl, Msi3, Not5, Orf19.1946, Pdc11, Ssa2, Ssb1, Ssc1, Tdh3, Tif, Tkl1,

Ssa2, Ssb1, Sscl, Tdh3, Tif, Tkl1,
Tos1, Tpil, Tsal, Xyl2, Yst1.

Pdi1, Pgil, Pgkl, Pmm1, Pol30,

Porl, Qcr2, Rpl13, RppO, Sah1l,

Sec13, Shm2, Ssa2, Ssb1, Ssc1,

Tdh3, Tif, Tkl1, Tos1, Tpil, Tsal,
Xyl2, Yst1, Zwfl.

Tos1, Tpil, Tsal, Yst1.

53

64

44

Abgl, Adel, Adh2, Engl, Fasl,
Fmp27, His7, Lsp1, Lys1, Lys22,
Mnt1, Pga4, Pil1, Plb3.

Adel, Adh2, Arol, Aro2, Aro7,
Chs5, Dfg5, Engl, Fas1, Gdh2,
Gnpl, Gscl, His7, Hom3, Leu42,
Lsp1, Lys1, Lys22, Mcal, Mnt1,
Ndel, Orf19.2269, Osm1, Pga4,
Phm?7, Pil1, Plb3, Pst3, Rgd3, Rib5,
Sctl, Svfl, Tps2, Trrl, Ycp4.

Adh2, Dfg5, Engl, Fas1, Lsp1,
Lys1, Lys22, Mnt1, Pga4, Pill,
PIb3, PIb5, Pst3.

14

35

91

13
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CATEGORIA*

Aatl, Abpl, Acb1, Accl, Achl,
Acol, Adh1, Ado1, Ahp1, Ald5,
Als2, Als3, Asrl, Atpl, Atp2,
Atp5, Car2, Cdc60, Cht2,
Crh11, Dag7, Dak2, Ddr48,
Ecm33, Ecm331, Eft2, Engl,
Ergl0, Ergl3, Fasl, Fas2, Fbal,
Fdh1, Fet3, Gdh3, Gis2, GIk1,
Gph1l, Gpm1, Grp2, Gual,
Hgt6, Hsp12, Hsp70, Hxk2,
Ife2, lls1, Ino1, Kre30, Lsc1,
Lsp1, Lys22, Mbf1, Mirl,
Mis11, Mp65, Msi3, Nhp6a,
Nop1, Orf19.2286, Orf19.2296,
0rf19.251, Orf19.2622,
0rf19.3414, Orf19.3475,
0rf19.3683, 0rf19.3932,
0rf19.4216, Orf19.5180,
0rf19.6553, 0rf19.7350,
0Orf19.822, Pck1, Pdal, Pdb1,
Pdc11, Pet9, Pfk1, Pfk2, Pga45,
Pga52, Phr2, Pirl, PIb3, Pmal,
Rbt1, Rbt5, Rhd3, Rnr21,
Rpl35, Sah1, Sap9, Scw1l,
Ssa2, Sund4i, Tif, Tos1, Trx1,
Tub2, Ura2, Vma2, Vma4, Xyl2,
Ynk1, Zprl.

Aatl, Abp1l, Acb1, Accl, Achl, Acol, Acsl,
Ade5,7, Adh1, Adh5, Ado1, Ahp1, Ald5, Als3,
Asrl, Atpl, Atpl7, Atp2, Atp3, Atp5, Car2,
Catl, Cdc10, Cdc3, Cdc60, Cht2, Cla4, Cox13,
Cox6, Cox9, Crh11, Crm1, Cys3, Dak2, Dap1,
Dbp2, Ddr48, Defl, Dfg5, Ecel, Ecm33, Eft2,
Engl, Ergl, Ergl0, Ergll, Ergl3, Erg4, Erg6,
Erg9, Fasl, Fas2, Fbal, Fdh1, Frel0, Frp3,
Fum12, Gad1, Gall0, Gis2, Glk1, Gnp1, Gph1,
Gpml, Grp2, Grx3, Gscl, Gual, Hgt6, Hgt7,
Hhfl, Hmgl, Hogl, Hom2, Hsp12, Hsp70,
Htal, Hxk2, Ife2, Ils1, Inol, Kin3, Kre30, Lag1,
Lscl, Lsp1l, Lys21, Lys22, Lys9, Mbf1, Mcr1l,
Met3, Mirl, Mis11, Mp65, Mrf1, Msi3, Mvd,
Mxrl, Ncpl, Ndel, Nhp6a, Nmtl, Nopl, Olel,
0rf19.1902, Orf19.2286, Orf19.2296,
0rf19.2452, 0rf19.251, Orf19.2622,
0rf19.3260, Orf19.337, Orf19.3414,
0rf19.3475, Orf19.3683, Orf19.3932,
0rf19.4216, Orf19.5095, Orf19.5180,
0rf19.5517, Orf19.5947, Orf19.6014,
0rf19.6553, 0rf19.7034, Orf19.7160,
0rf19.7310, Orf19.7350, Orf19.7368,
0rf19.7384, 0rf19.7522, Orf19.7531,
0rf19.7602, Orf19.822, Orf19.951, Osm1,
Pbs2, Pck1, Pdal, Pdb1, Pdc11, Pdx3, Pet9,
Pfk1, Pfk2, Pga10, Pga45, Pga52, Pho88, Phr2,
Pir1, Plb3, Pma1l, Pol30, Porl, Pph21, Pyc2,
Rbp1, Rbt1, Rbt5, Rck2, Rhd3, Rnr21, Rpl35,
Rpn2, Rpt2, Sah1, Sap9, Scw1l, Smil, Snfl,
Sod5, Ssa2, Sun4l, Svfl, Tbp1, Tif, Tos1, Trx1,
Tub2, Ubp6, Ura2, Ura7, Vma2, Vma4, Vma8,
Vps34, Xyl2, Yck2, Ynk1, Zprl, Zrt2, Zwfl.

LEVADURAS [ HIFAS | HIFAS 10%S

Abp1, Acbl, Accl, Adhl,
Ado1l, Ahpl, Als3, Car2,
Cdc3, Cdc60, Cht2, Crh11,
Cys3, Dak2, Ddr48, Dfg5,
Ecel, Ecm33, Eft2, Engl,
Ergl0, Ergl3, Fasl, Fas2,
Fbal, Gis2, Gph1l, Grp2,
Hgt6, Hsp12, Hsp70, Htal,
Hxk2, Ife2, Inol, Lsp1,
Lys22, Mp65, Msi3, Mxr1,
Nhp6a, Orf19.2286,
0rf19.2296, Orf19.251,
0rf19.3475, 0rf19.3499,
0rf19.3932, Orf19.4216,
0Orf19.5885, 0rf19.6553,
Pckl, Pdc11, Pet9, Pfk1,
Pfk2, Pga10, Pga45, Phr2,
Pirl, PIb3, PIb5, Pma1l,
Pyc2, Rbp1, Rbt1, Rbt5,
Rhd3, Rnr21, Rpl35, Sah1,
Sap9, Scw1l, Sod5, Ssa2,
Tif, Tos1, Tub2.

105

193

77

Als1, Ascl, Bgl2, Cdc42, Fas2,

Hex1, Mnt1, Orf19.822, Phrl,

Phr2, Ras1, Rbt1, Rbt4, Sap10,
SIk19, Sod1, Wh11.

Ade5,7, Alol, Als1, Arp2, Ascl, Bgl2, Catl,
Cdc10, Cdc11, Cdc3, Cdc42, Clad, Csh3, Fas2,
Gnal, Hetl, Hex1, Kell, Kex2, MIt1, Mnt1,
0rf19.2245, Orf19.2538, Orf19.3045,

Als1, Ascl, Bgl2, Cdc3, Fas2,
Hetl, Kex2, Mnt1, Phrl,
Phr2, PIb5, Ras1, Rbt1,
Sap5, Sap10, SIk19, Sod1,

0Orf19.4831, Orf19.589, Orf19.7124, Wh11.
0rf19.822, Phrl, Phr2, Pmt1, Ras1, Rbt1,
Rbt4, Rsrl, Rvs167, Sep7, SIk19, Sod1, Srv2,
Ssd1, Ssn6, Tps2, Ttrl, Vps34, Wh11, Yhb1.
17 47 18
Adel2, Adh1, Adkl, Ahp1, Acsl, Adel2, Adhl, Adh5, Adkl, Ahpl, Ald5, Adh1, Adkl, Ahp1, Als1,
Ald5, Als1, Als2, Als3, Car2, Alsl, Als3, Arg4, Arg8, Car2, Cdcl9, Cdrl, Als3, Car2, Cdc19, Ctrl,

Cdc19, Cht3, Cit1, Cyp1, Dak2,
Ddr48, Eapl, Egdl, Engl, Enol,
Fbal, Gcal, Glt1, Gpm1, Guk1,
Hem13, Hgt6, Hsp104, Hsp70,
Hsp90, Hxk2, Ilv5, Inol, Lsp1,
Mdh1, Met15, Met6, Mp65,
Msi3, Orf19.2286, Orf19.2296,
0rf19.3053, Orf19.6559,
0rf19.822, Pck1, Pdc11, Pfki,
Pfk2, Pga45, Pgil, Pgkl, Pgm2,
Pil1, PIb3, Rbel, Rbt5, Rhr2,
Rpp0, Sah1, Sam2, Sap9, Ssa2,
Stf2, Sti1, Sun4l, Tall, Tdh3,
Tpil, Trx1, Tsal, Tubl, Xyl2,
Ynk1, Ywp1l.

Cetl, Cht3, Cit1, Ctm1, Ctrl, Cyp1, Cys3, Cys4,
Dak2, Ddr48, Dot5, Eapl, Ecel, Ecm17, Egdl,
EIf1, Engl, Enol, Ergl, Ergll, Fbal, Gallo0,
Gceal, Gdh2, Glt1, Gnpl, Gpm1, Gsyl, Gukl,
Hem13, Hgt6, Hgt7, Hom3, Hsp104, Hsp70,
Hsp90, Hta2, Hxk2, Hyrl, Ilv5, Inol, Lem3,
Lspl, Mcrl, Mdhl, Metl0, Metl5, Met3,
Met6, Mp65, Msi3, Muqgl, Ndel, Npl3,

0rf19.2006.1,  Orf19.2269,  Orf19.2286,
0rf19.2296, 0rf19.3053, 0rf19.409,
0rf19.4450.1,  Orf19.4928,  Orf19.5620,
0rf19.6090, 0rf19.6559, 0rf19.6696,

0rf19.822, 0rf19.951, Osm1, Pckl, Pdcli,
Pfk1, Pfk2, Pgal0O, Pga45, Pgil, Pgkl, Pgm2,
Pho88, Pill, PIb3, Pstl, Pst3, Put2, Rbel,
Rbt5, Rga2, Rhr2, Rpp0, Sahl, Sam2, Sap9,
Sec14, Ser33, Shm2, Smil, Sod3, Ssa2, Stf2,
Stil, Sun4l, Tall, Tdh3, Tpil, Tps2, Tps3,
Trp4, Trp5, Trxl, Tsal, Tubl, Tupl, Xyl2,
Ynk1, Ywpl.

Cyp1l, Cys3, Dak2, Ddr48,
Ecel, Egdl, Engl, Enol,
Fbal, Gcal, Hem13, Hgt6,
Hsp104, Hsp70, Hsp90,
Hta2, Hxk2, Hyrl, Ino1,
Lsp1, Mdh1, Met15, Met6,
Mp65, Msi3, Orf19.2286,
0rf19.2296, Orf19.3053,
Pck1, Pdc11, Pfk1, Pfk2,
Pgal0, Pga45, Pgil, Pgkl,
Pgm2, Pil1, PIb3, Pst3, Rbt5,
Rhr2, Rpp0, Sah1, Sam2,
Sap9, Ser33, Shm2, Ssa2,
Sti1, Tall, Tdh3, Tpil, Tsal,
Tubl, Ywpl.
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CATEGORIA*

Relacionadas
con el
citoesqueleto,

Actina

Condiciones de
estrés

LEVADURAS

Aatl, Abpl, Actl, Cdc42,
0rf19.4633..

Aatl, Abp1, Actl, Cdc42, Myo2, Orf19.1236,
0Orf19.1444, Orf19.1796, Orf19.3235,
0rf19.4633, Orf19.6534.2, Orf19.7124, Pan1,

Rvs167, Sacé, Sla2, Wall.

Resultados

HIFAS 10%S

Abp1, Actl, Bzz1, Myo2,
0rf19.1236, Sacé.

17

Adh2, Ahp1, Asrl, Asr2, Asr3,
Cpré6, Ddr48, Fdh3, GIk1, GIn1,
Gpd2, Gre3, Grp2, Hgt6,

Hsp104, Hsp12, Hsp60, Hsp90,
Ifr2, Kre30, Msb2, Orf19.1862,

0rf19.251, Orf19.4089,
0rf19.4449, Orf19.6160,
0rf19.7085, Orf19.822, Rhr2,
Rip1, Sod1, Tall, Tsal, Xyl2

Adh2, Ahp1l, Asrl, Asr2, Asr3, Catl, Cip1l,
Cpr6, Ctm1, Cys3, Dapl, Dbp2, Ddr48, Ecm17,
Fdh3, Gadl, Glk1, GInl, Gpd2, Gre3, Grp2,
Gsy1, Hgt6, Hogl, Hsp104, Hsp12, Hsp60,
Hsp90, Ifr2, Imh3, Kre30, Mrfl, Msb2,
0rf19.1862, Orf19.251, Orf19.3260,
0rf19.4089, Orf19.4449, Orf19.6160,
0rf19.7034, Orf19.7085, Orf19.7160,
0rf19.7368, Orf19.7602, Orf19.822, Pbs2,
Rck2, Rga2, Rhr2, Rip1, Rpt2, Sis1, Sod1,
Sod3, Sod5, Tall, Tps3, Trrl, Tsal, Ubp6, Xyl2,

Adh2, Ahp1l, Asr3, Cipl,
Cys3, Ddr48, Fdh3, GIn1,
Gpd2, Gre3, Grp2, Hgt6,
Hsp104, Hsp12, Hsp90,
Msb2, Orf19.1862,
0rf19.251, 0Orf19.3499,
0rf19.6160, Orf19.7085,
Rhr2, Sod1, Sods, Tal1,
Tsal.

Yek2, Ydj1, Zwfl.

34 64 26

146 504 107

*Las categorias de agrupacion, fueron realizadas basandose en la informacion de
cada proteina depositada en la base de datos de Candida Genome Database (CGD)
en esta clasificacion cada proteina se ha agrupado en todos los grupos donde ha
sido descrita.

Esta estrategia ha permitido obtener un conjunto heterogéneo de proteinas, la
mavyoria de las cuales estan asociadas a la superficie celular. Es importante resaltar la
identificacion de mas de 25 proteinas con anclaje GPI, en las distintas morfologias
celulares de levaduras e hifas. En biogénesis de la pared celular, se identificaron
36, 53 y 28 proteinas en levaduras, hifas e hifas 10%S respectivamente. En
superficie celular, se identificaron un promedio de 90 proteinas. Se identificaron
aproximadamente 50 proteinas inmunogénicas. También se identificaron 14 y 13
proteinas exclusivas de hongos en levaduras e hifas 10% S respectivamente y 35
de estas proteinas en el caso de las hifas. De las proteinas relacionadas con
respuesta a antifingicos, en hifas se identificaron 193, en levaduras 105 y en hifas
10%S 77 proteinas. En el caso de proteinas asociadas a la virulencia del hongo en
hifas se identificaron 47 proteinas, en levaduras 17 y 18 proteinas en hifas 10%S.
Dentro de las proteinas relacionadas con la produccion de Biofilms en hifas se
identificaron 129 proteinas, en levaduras 34 y 26 proteinas en hifas 10%S. Y
finalmente, relacionadas con procesos bioldgicos en los que estd implicada la actina,

se identificaron 17 proteinas en hifas, 5 en levaduras y 6 en hifas 10%S.
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En la categoria de otras proteinas, se agruparon todas aquellas proteinas que no
tenian caracteristicas relacionadas con las anteriores, que solo en el caso de hifas

supero el 50%, sin embargo en levaduras e hifas 10% S fue menor del 40% (Tabla 9).

6.1.2. ANALISIS COMPARATIVO DE LAS PROTEINAS DEL SURFOMA DE C. albicans EN
LEVADURAS, HIFAS E HIFAS INDUCIDAS CON SUERO HUMANO

La clasificacién anterior hace dificil el seguimiento individual de las proteinas, por este
motivo los analisis posteriores se realizaron haciendo una jerarquia arbitraria de las
categorias de clasificacion anteriormente sefaladas, considerando la categoria mas
importante para este trabajo la que incluye a las proteinas con anclaje GPI, por lo
cual, la proteina que tenga esta caracteristica se excluye de ser clasificada en otro
grupo posterior, y asi sucesivamente. En orden descendente de importancia de las
categorias es el mismo que la tabla 9, son: proteinas con anclaje GPI, proteinas
implicadas en la biogénesis y mantenimiento de la pared celular, proteinas
identificadas anteriormente en superficie celular, proteinas inmunogénicas, proteinas
especificas para hongos sin homodlogo en mamiferos, proteinas relacionadas con
rasgos de virulencia, proteinas relacionadas con la formacién de biofilms, proteinas
relacionadas con el citoesqueleto esencialmente de actina, proteinas que se expresan
en condiciones de estrés y finalmente un grupo de otras proteinas que no entran en

las anteriores categorias.

Con la clasificacion de tipo jerarquico excluyente se determind el porcentaje de
proteinas presentes en cada grupo, comparando las 3 condiciones de crecimiento
(Tabla 9 y Figura 16).
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Tabla 9: Categorias proteicas encontradas en el surfoma de levaduras e
hifas de C. albicans .

LEVADURAS HIFAS HIFAS 10%S

CATEGORIAS NO de o NO de o NO de o
proteinas ° proteinas ° proteinas °

Anclaje GPI 27 6,0 28 2,6 27 7,6
29 8,1 48 5,3 23 7,6
Superficie celular 54 14,1 58 6,3 49 16,2
Inmunogénicas 41 4,5 27 8,9
111 12,4 36 12,5

28 3,1 7 2,3
14 4,6

| Actina
| am | T

Los colores de las celdas cambian de acuerdo al nimero mas alto de proteinas
identificadas acercandose al color rojo en el valor mas alto.

Anclaje GPI n=383 n=914 n=303

W Biogenesis y Mantenimiento
dela Pared Celular 100% +

1 Superficie celular
Inmunogénicas 80%
B Especificas de hongos
—— 60%
B Antifungicos
B Virulencia
40%
= Biofilms

W Actina 20%

Condiciones de Estrés

7 0% T T
M Otras proteinas
Levaduras Hifas Hifas 10%S

Figura 16. Distribucion porcentual de las diferentes categorias proteicas
encontradas en levaduras, hifas e hifas 10%s de C. albicans.

Teniendo en cuenta estas categorias, se realizd una comparacion en las 3 condiciones
evaluadas segun el porcentaje de cada una de las categorias presentes en levaduras,
hifas e hifas suero 10% (Figura 16). En general podemos observar globalmente una

distribucion diferente en los 3 tipos celulares estudiados. En el caso de las proteinas
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con anclaje GPI, podemos observar que el nimero de proteinas identificadas es muy
similar, alrededor de 25 en los 3 casos. Al analizar la relacion porcentual con el total
de proteinas, en el experimento de hifas el porcentaje de proteinas con anclaje GPI es
bajo, pero a su vez muy significativa a nivel bioldgico. En general podemos decir que
en todas las categorias en las que se analizaron las proteinas en el experimento de
hifas es donde mayor nimero de proteinas se identifican, debido a que el nimero de
proteinas total del experimento casi triplica al nUmero de proteinas de levaduras y de
hifas suero 10%. Las categorias en las que es mas significativo el aumento de nimero
de proteinas son: proteinas especificas de hongos, proteinas relacionadas con
antifangicos, proteinas implicadas en la formacion de biofilms y proteinas

relacionadas con el citoesqueleto, en particular con la actina.

Una vez analizada la distribucidon porcentual de las categorias en los experimentos
individuales, se realizaron analisis por diagramas de Venn, para encontrar aquellas
proteinas que son compartidas en todas o en dos de las formas celulares y aquellas
gue se identifican Unicamente en cada morfologia celular (Tabla 10). Este analisis se
hizo con las 938 proteinas identificadas en los experimentos de la transicién dimorfica,
gue ademas fueron clasificadas de modo jerarquico y excluyente en las 11 categorias
designadas. Los resultados muestran que de treinta y una proteinas con anclaje
GPI 19 son comunes en las tres condiciones experimentales. Cincuenta proteinas
estan relacionadas con biogénesis y mantenimiento de la pared celular, de las
cuales 21 son comunes a las tres condiciones y 17 se identificaron en hifas.
Cincuenta y ocho proteinas han sido descritas anteriormente como proteinas de
superficie celular, de las cuales 49 son comunes. Cuarenta y una proteinas han
sido detectadas como antigénicas, ya sea en modelo de ratones o mediante el uso de
sueros humanos, de las cuales 26 fueron identificadas en las 3 condiciones.
Veintitrés proteinas son especificas de hongos, no tienen homdlogo en mamiferos,
de las cuales solo 2 son comunes a todas las condiciones y 17 se identificaron en
hifas. Ciento dieciséis proteinas estan relacionadas con respuesta frente a
antifingicos, de las cuales solo 28 estdn compartidas en las 3 formas celulares, 23
estan presentes en levaduras e hifas y 53 solo en hifas. De las veintinueve proteinas
relacionadas con virulencia, 21 estan solo en hifas. Ademas se han identificado
cuarenta y nueve proteinas relacionadas con la formacion de biofilms, once
relacionadas con la actina y un total de 516 proteinas que no estan incluidas en las

categorias anteriores.
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Tabla 10. Resultados del analisis por diagramas de Venn, de la distribucion de las proteinas identificadas en la superficie
de C. albicans en levaduras, hifas e hifas10%S

A e | T
Levaduras Hifas CATEGORIAS LEVADURAS- |LEVADUR |HIFAS-HIFAS| LEVADURAS HIFAS
HIFAS-HIFAS 10%S HIFAS 10%S PEADHRAS T 10%S
Anclaje GP!I 19 BN S

19 2

Hifas 10% suero

Los datos mostrados en la Tabla han sido obtenidos mediante el analisis de la listas de proteinas agrupadas en cada categoria, de cada
experimento (levaduras, hifas e hifas 10% S), por diagramas de Venn. Cada linea representa un analisis independiente, donde el
resultado del diagrama se corresponde a la letra que designa cada columna, la cual se correlaciona con el resultado de conjuntos del

diagrama. http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/Venny/index.htmL
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6.1.3. PERFIL PROTEOMICO DE LA SUPERFICIE DE LEVADURAS, HIFAS E HIFAS
INDUCIDAS CON SUERO HUMANO DE C. albicans

Con el objetivo de ver el perfil protedémico de la transicion dimorfica de C. albicans
se construyd la Tabla 9, la cual esta basada en los datos obtenidos de la CGD y que
han sido analizados con el uso de diagramas de Venn. Los resultados numéricos de
este analisis se muestran en la Tabla 10, y en la Tabla 11 se muestra el nombre de
cada una de las proteinas agrupadas en cada categoria. En la Tabla 11 podemos
observar que la superficie celular de las levaduras, hifas e hifas 10%S, presentan

un perfil proteico diferente. Si se analizan cada una de las categorias se observa:

1. Proteinas con anclaje GPI: De las 30 proteinas identificadas, 19 son
comunes a los 3 tipos celulares, Alsl, Als3, Cht2, Crh1l, Ecm33, Ihd1l,
Pga4, Phrl, Phr2, Pga45, Pga53, PIb3, PiIb4.5, Rbtl, Rbt5, Rhd3,
Sap9, Ssrl, Utr2. Las proteinas Eapl, Pga2 y Rbt4 se presentan en
levaduras y en hifas. Dfg5, Hyrl Pga63 y Sod5 se comparten en hifas e
hifas 10%S. Sap10 es la Unica proteina en todo el experimento que se
comparte entre levaduras e hifas 10%S. Als2 y Ecm331 solo se han
identificado en levaduras. No hay ninguna proteina que solo se haya
identificado en hifa y finalmente en hifas 10%S se identifican las proteinas
Pgal0 y PIb5.

2. Proteinas implicadas en la biogénesis y/o mantenimiento de la
pared celular: se identificaron 48 proteinas, de las cuales 21 estan
compartidas en los 3 tipos celulares, Bgl2, Csp37, Engl, Gdal, Gfal,
Gpd2, Mntl, Mp65, 0Orf19.4246, Pirl, Pmil, Pmm1, Rhol, Scwll]l,
Sim1, SIk19, Srbl, Tmal9, Ywpl. En levaduras-hifas se identificaron:
Atcl, Cht3, Hex1, Rbel, Sun41, Sur7, Xyl2 y Orf19.3683 (Gcs1). En
hifas e hifas 10% S Mnn7 y Pmt2. Las proteinas identificadas en levaduras
Unicamente son Abgl y Mnn2 y solo en hifas Arp2, BudZ7, Chs5, Cys4,
Ecm17, Frsl, Gall10, Gscl, Gnal, Kre9, 0rf19.7124, Pmrl, Pmtl,
Psa2, Rvs167, Smil y Uapl.

3. Proteinas descritas en la superficie celular: se identificaron 58
proteinas, de las cuales 49 estan compartidas en los 3 tipos celulares
estudiados, es interesante destacar que se identific6 una cantidad
importante de proteinas ribosomales que no se identificaron en un extracto
total de células de C. albicans. Solo en el caso de las hifas se identificaron

proteinas que no fueron detectadas en las otras morfologias.
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4. Proteinas inmunogénicas: se identificaron 41 proteinas en total, de las
cuales 26 estan presentes en todas las condiciones evaluadas y solo en el
caso de hifas hay proteinas identificadas que no se comparten con ninguna
otro tipo de célula, estas son: Adh5, Imh3, Leul, Not5, Porl, Sec13 y
Zwfl.

5. Proteinas especificas de hongos: se identificaron en total 23 proteinas,
de las que solo 2 se comparten en todas las condiciones Adh2 y Lys1. 17
proteinas fueron identificadas Unicamente en hifas.

6. Proteinas relacionadas con la respuesta a antifungicos: Es
interesante sefialar que 23 proteinas correspondieron a ORFs: y en el caso
de Hifa 10%S solo se identific6 una proteina que no aparecia en otras
condiciones orf19.3499.

7. Proteinas relacionadas con mecanismos de patogenicidad: Se
identificaron 29 proteinas donde solo 4 estan presentes en todas las
condiciones evaluadas, Ascl, Rasl, Sod1l y Wh11l. en levadura e hifas se
identificé a Cdc42, en hifas e hifas 10%S se identificaron Hetl y Kex2, en
hifas hay 21 proteinas y en hifas 10%S Unicamente se identificé Sap5.

8. Proteinas relacionadas con la formaciéon de biofilms: se identificaron
49 proteinas de las cuales 11 se encontraron en las 3 condiciones y 28 solo
se identificaron en hifas.

9. Proteinas relacionadas con la respuesta a condiciones de estrés: se
identificaron 17 proteinas, de las cuales compartidas por las 3 condiciones
estarian Asr3, Fdh3, GIn1, Orf19.1862, Orf19.6160 y Orf19.7085.

10.Proteinas relacionadas con el citoesqueleto, esencialmente de
actina: Se identificaron 11 proteinas de las cuales solo la actina (Actl) esta
compartida en las 3 condiciones y 6 proteinas se han identificado en hifas,

de las cuales 3 corresponden a ORFs.

El grupo de proteinas no identificadas anteriormente en superficie celular se detalla
en la Tabla 12. En este grupo hay 516 proteinas y estan clasificadas al igual que las
anteriores con el uso de diagramas de Venn. Es muy interesante ver que 267 de

estas proteinas son ORFs, y ademas que 210 de estas fueron identificados en hifas.
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Tabla 11: Perfil protedmico de la superficie de levaduras, hifas e hifas estimuladas con suero humano de C. albicans

PROTEINAS
PROTEINAS PROTEINAS
PROTEINAS COMUNES EN PROTEINAS COMUNES EN COMUNES EN PROTEINAS DE
E ES E! DE E DE L
CATECORILS LEVADURAS-HIFAS-HIFAS 10%S LEVADURAS-HIFAS GEAILISET LEVADURAS RRCIEINASDEHIESS HIFAS 10%S [C2
HIFAS-HIFAS 10%S LEVADURAS
HIFAS 10%S
19 3 5 1 2 C 2
Anclaje GPI Als1, Als3, Cht2, Crh11, Ecm33, lhd1, 31
Pgad, Pgad5, Pga53, Phrl, Phr2, Plb3, Dfg5, Hyr1, Pga63, Als2,
PIb4.5, Rbt1, Rbt5, Rhd3, Sap9 Eap1, PgaS2, Rbta. Sods $ap10 Ecm331. Pgall, PIbS
Ssrl, Utr2.
19 8 2 0 2 17 0
Bgl2, Csp37, Engl, Gdal, Gfal, Gpd2, Arp2, Bud7, Chs5, Cys4, Ecm17,
Mnt1, Mp65, Orf19.4246, Pirl, Pmil, Atcl, Cht3, Hex1, Rbel, Sun41, Sur7, Xyl2, Mnn7, Pmt2 } Abgl, Mnn2 Frs1, Gall0, Gscl, Gnal, Kre9, 48
Pmm1, Rho1l, Scw11, Sim1, SIk19, 0rf19.3683 (Gcsl). - ' 84 ' 0rf19.7124, Pmr1, Pmt1, Psa2,
Srb1, Tmal9, Ywpl. Rvs167, Smil, Uapl.
49 5 0 0 0 4 0
Adhl, Ape2, Bmhl, Cdcl9, Cef3,
Enol, Gcal, Gphl, Hem13, Hsp90,
Hsp70, Kar2, Msb2, 0rf19.2296,
0rf19.251, Pdcl1, Pgkl, Pil1, Rpl10,
Superficie celular | Rpl11, Rpl12, Rpl17b, Rpl18, Rpl19a, Atcl, Atp1, Gpm1, Orf19.4886, 58
RpI25, Rpl3, RpI38, Rpldb, Rpl5, Rpl6, 0rf19.5126. ; ; ; Fre10, Orf19.6082 Sdh2, Vps1. ;
Rpsl, Rps10, Rps14b, Rps18, Rps21,
Rps28b, Rps6a, Rps7a, Rps8a, Ssa2,
Sam2, Snzl, Ssbl, Sscl, Tdh3, Tefl,
Tki1, Tsal, Ugp1l.
26 7 1 0 0 7 0
Acs2, Adel7, Ahpl, Ddr4s, Efb1, Eft2,
Inmunogénicas Fbal, Gndl, Gre3, Grp2, Hxk2,In0l, | )\ ) 01 Avod, livs, Lpd1, OFf19.1946, Adh5, Imh3, Leu1, Not5, Por1, 4
Ippl, Mdh1, Met15, Met6, Msi3, Qer2 Shm2 - Sec13, Zwfl -
Pdi1, Pgil, Rpl13, RppO, Sah1, , Tif, : ’ :
Tosl, Tpil,Ystl.
2 2 1 0 1 17 0
Arol, Aro2, Aro7, Gdh2, Gnp1,
Adel, His7. Hom3, Leu42, Mcal, Ndel, 23
Adh2, Lys1. Pst3. - Fmp27 0rf19.2269, Osm1, Phm7, Rgd3, -

Rib5, Sct1, Svfl, Ycp4.
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PROTEINAS
PROTEINAS PROTEINAS
PROTEINAS COMPARTIDAS EN PROTEINAS COMPARTIDAS EN COMPARTIDAS PROTEINAS DE
CATEGORIAS LEVADURAS-HIFAS-HIFAS 10%S LEVADURAS-HIFAS COMPARTIDAS EN EN LEVADURAS oL PROTEINAS DE HIFAS HIFAS 10%S TOTAL
HIFAS-HIFAS 10%S LEVADURAS
HIFAS 10%S
53
Acsl, Atp3, Catl, Cox13, Crm1, Dapl,
Dbp2, Def1, Ergl, Erg4, Erg6, Erg9,
Ergll, Frp3, Fum12, Gad1, Grx3, Hgt7,
Abp1, Acbl, Accl, Ado1, Car2, Cd.c60, Aat1, AldS, Atp5, Fdh1, Glk1, Gua, lls1, Hhfl, Hmgl, Hogl, Lys21, Lys9, Met3,
Dak2, Erg10, Erg13, Fasl, Fas2, Gis2, A ! Mrfl, Mvd, Ncp1, Nmt1, Olel,
Kre30, Lsc1, Mbf1, Mirl, Mis11, Nop1, Cdc3, Cys3, Ecel,
Hgt6, Hsp12, Ife2, Lspl, Nhp6a, 0rf19.2622, Orf19.5180, Orf19.7350 Htal, Lagl, Mxr1 - Dag7, Fet3, | Ori19:1902,0rfl9.2452, Orf19.3260, orf19.3499. 116
0rf19.3475, Orf19.3932, Orf19.4216, 0rf19.822 ’Pdal Pdbil ’Trx1 Vma2 ’ Pycz’ Rbp:l’ SodS'. ! 0rf19.337, Orf19.5517, Orf19.5947,
0rf19.6553, Pck1, Pet9, Pfk1, Pfk2, ’ Vma'4 Zpr]’. ’ ’ ! ’ 0rf19.6014, Orf19.7034, Orf19.7160,
Pmal, Rnr21, Tub2. ’ ' 0rf19.7310, Orf19.7368, Orf19.7384,
0rf19.7531, Orf19.7602, Orf19.951,
Pbs2, Pho88, Rck2, Rpt2, Snfl, Ubp6,
Vmas, Yck2, Zrt2.
4 1 2 0 0 21 1
Ade5, Alo1, Cdc10, Cdc11, Cla4, Csh3,
Kell, MIt1, Orf19.2245, Orf19.2538, 29
Ascl, Rasl, Sod1, Whil. Cdc42. Hetl, Kex2. - - 0rf19.3045, Orf19.4831, Orf19.589, Sap5
Rsrl, Ssn6, Srv2, Ssd1, Tps2, Ttrl,
Vps34, Yhb1.
11 7 3 0 0 28 0
Argd, Arg8, Cdr1, Cetl, Ctm1, Dot5,
EIf1, Gsyl, Lem3, Mcrl, Muq1l, Npl3,
Formacién de Adk1, Cyp1, Egd1, Hsp104, . 0rf19.409, Orf19.2206.1,
Biofilms 0rf19.2286, Orf19.3053, Pgm2, Rhr2, | 7d9€12 Citl, Glt1, f”ll‘ll' orf19.6559, Stf2, Ct?’ g;az, - - 0rf19.4450.1, Orf19.4928, - 49
sti1, Tal1, Tub1. it erss. 0rf19.5620, Orf19.6090, Orf19.6696,
Pst1, Put2, Rga2, Sec14, Sod3, Tps3,
Trp4, Trp5, Tupl.
o 6 8 1 0 0 2 0
Condlcm[\es de Asr3, Fdh3, GIn1,0rf19.1862, Asrl, Asr2, Cpr6, Hsp60, Ifr2, Orf19.4089 17
Estres 0rf19.6160, Orf19.7085 0rf19.4449, Rip1. Cipl . . Ydjd, Sis1. .
1 0 3 0 0 6 1
At ) Myo2, ) ) 0rf19.1444, Orf19.3235, Bazl 1
0rf19.1236, Sacé6. 0rf19.6534.2, Panl, Sla2, Wal1.
83 55 20 0 8 346 4 516

**Proteinas subrayadas, Dfg5, Mnn7: fueron identificadas con un solo péptido, revisado y validado, Identificados en Orbitrap.
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Tabla 12: Proteinas no descritas anteriormente en superficie célular de C. albicans que se identificaron en
levaduras, hifas e hifas estimuladas con suero humano de C. albicans

PROTEINAS PROTEINAS PROTEINAS
PROTEINAS COMUNES EN COMUNES COMUNES COMUNES EN PROTEINAS
LEVADURAS-HIFAS-HIFAS EN HIFAS- PROTEINAS DE HIFAS HIFAS Total
10%S LEVADURAS- HIFAS LEVADURAS e
HIFAS 10%S HIFAS 10%S
83 55 20 8 346 4 516
Adel3, Agmi, Aro3 Aat21, Ade6, Alal, Apml, Ard, Arg5,6, Aro10, Atp14, Atpl7, Atp4, Atp7, Bat22, Bdfl, Bem3, Brel, Cbpl,
Anbl, Arcl, Aro4, Aro8, Asnl, Coxa &oxS Crd'z Erv25, Argl, Beyl, Ccpl, Cct8, Cdc28, Cdc54, Cdc68, Cox19, Cox6, Cox9, Cta3, Cycl, Cytl, Dnm1l, Doal, Dpml, Drgl, End3,
Cam1, Cam1-1, Cdc48, Cmd1, Cofl, an’ Idhl’ Ifrll Kgdll Cdc12, Eifde, Erfl, Erg12, Erg20, Erg5, Fad2, Fgr44, Fic2, Fre7, Frs2, Fun12, Gap4, Ged11, Genl, Gea2, GIn4, Glo3, Gpa2,
Dps1-1, Emp46, Faa4, Grsl, Gspl, Latl' Lsc2 'Lyslzl Nip1’ Glc7, Hmol, Gpx2, Gyp2, Hbrl, Hchl, Hcrl, Hem2, Hhol, His4, Hlj1, Hom2, Hptl, Hts1, Idh2, Idp1, Ifu5, llv2, Kgd2, Ginl,
Hom6, Idil, Krsl, Mdh1-1, Mic1, Nopt’:RaxZ’ Rbt7' Retzl 1dp2, Ist2, Ntf2, Gdh3, Pho112, Tfs1. Kin3, Mam33, Mes1, Met10, Mrp8, Osm2, Pdx1, Pdx3, Pho85, Pob3, Pol30, Pph21, Pr26, Prd1, Pre9, Pro2, Glk4, 216
Nup, Pfyl, , Sarl, Sbpl, Sesl, Sgt2, RIiL, Sol3 ’Tif3 'Itif4631’ Obpa, Rpl82, Pro3, Prt1, Ptp3, Racl, Rad23, Rdi1, Rfa2, Rgd1, Rho3, Rial, Rib3, Rpnl, Rpn2, Rpn6, Rpn7, Rpo21, Rppla,
Skpl, Smt3, Thr4, Tom70, Tpm2, Tif5, Tysi Ub,i.'i UraZl Sec4, Ssz1, Rps23a, Rptl, Rpt4, Rpt5, Rts1, Sam4, Sdh12, Sec18, Sec23, Sec24, Sec3, Sec61, Shm1, Sin3, Soul, Spt5,
Ubal. 4 ' g ’ Sub2, Sui2. Sui3, Sup35, Taf14, Thpl, Tcpl, Tfgl, Thil3, Thsi, Tif11, Tif34, Tif35, Tom22, Trp2, Trp3, Tufl, Ura7, Uso6,
Yps7, Yptl, Yrbl, Zuol.
Vasl1, Vps2, Wrs1, Yml6.
0rf19.1030, Orf19.1058, Orf19.1082.1, Orf19.1085, Orf19.1086, Orf19.1124.2, Orf19.117, Orf19.121,
0rf19.1212, Orf19.1248, Orf19.1301, Orf19.1338, Orf19.1340, Orf19.135, Orf19.1355, Orf19.1361,
0rf19.1372, Orf19.1374, Orf19.1386, Orf19.1389, Orf19.1402, Orf19.1409.1, Orf19.1414, Orf19.1478,
0rf19.1578, Orf19.1626, Orf19.1630, Orf19.1642, Orf19.1658, Orf19.1661, Orf19.1672, Orf19.1697,
0rf19.1710, Orf19.1738.1, Orf19.1750, Orf19.1754, Orf19.1777, Orf19.1796, Orf19.1801, Orf19.1815,
0Orf19.1833, Orf19.1840, Orf19.1866, Orf19.1970, Orf19.1993, Orf19.2125, Orf19.213, Orf19.2146,
0rf19.1564, 0rf19.2150, Orf19.2166, Orf19.2168.3, Orf19.2175, Orf19.2194, Orf19.2246, Orf19.2278, Orf19.2288,
0rf19.1052, Orf19.200 0rf19.1649, Orf19.1680, 0rf19.2304, Orf19.2322.3, Orf19.2335, Orf19.2341, Orf19.239, Orf19.2549, Orf19.2570, Orf19.2639.1,
Orf19.2478.1’, 0rf19.z76,9, 0rf19.2250, 0rf19.2710, Orf19.2720, Orf19.2786, Orf19.2829, Orf19.285, Orf19.287, Orf19.2917, Orf19.2928,
0rf19.3037, Orf19.3061.1, 0rf19.2309.2, 0rf19.2930, Orf19.2953, Orf19.2965, Orf19.2973, Orf19.2974, Orf19.3003, Orf19.3004, Orf19.3006,
Orf19.3354, Orf19.3572.3, 0rf19.2329.1, 0rf19.3031, Orf19.3060, Orf19.3122.2, Orf19.3126, Orf19.3129, Orf19.3141, Orf19.3206, Orf19.3230,
0rf19.3690.2, Orf19.3799, 0rf19.2489, 0rf19.1376, 0rf19.1533, 0rf19.3290, Orf19.3295, Orf19.330.1, Orf19.3333, Orf19.3335, Orf19.3341, Orf19.3349, Orf19.338,
0Orf19.3915, Orf19.4149.1, 0rf19.2533.1, 0rf19.3467, 0rf19.4150, 0rf19.3430, Orf19.3476, Orf19.3481, Orf19.3561, Orf19.3583, Orf19.3681, Orf19.3687, Orf19.3792, Orf19.5885,
0Orf19.4609, Orf19.4622, 0rf19.2795, 0rf19.3496, 0rf19.5572, 0rf19.3836, Orf19.3859, Orf19.3872, Orf19.3952, Orf19.3977, Orf19.4004, Orf19.4164, Orf19.4180, 0rf19.775. 267
0rf19.4799, Orf19.5281, 0rf19.2994.1, 0rf19.6507, 0rf19.6630, 0rf19.4283, Orf19.4346, Orf19.4382, Orf19.4396, Orf19.448, Orf19.4503, Orf19.4594, Orf19.4666,
0rf19.5773, Orf19.5943.1, 0rf19.4560, 0rf19.6701, 0rf19.7196, 0rf19.4686, Orf19.4751, Orf19.4796, Orf19.485, Orf19.4864, Orf19.4931, Orf19.4953, Orf19.5006.1,
0Orf19.6220.4, Orf19.6403, 0rf19.4577.3, 0rf19.5030, Orf19.5085, Orf19.5095, Orf19.51, Orf19.512, Orf19.5194.1, Orf19.5195, Orf19.5242,
0rf19.6415.1, Orf19.6882.1, 0rf19.4633, 0rf19.528, Orf19.5345, Orf19.5352, Orf19.5369, Orf19.5411, Orf19.543, Orf19.5459, Orf19.5484,
0rf19.7239, Orf19.7392 0rf19.4931.1, 0rf19.5516, Orf19.5522, Orf19.5525, Orf19.5595, Orf19.5627, Orf19.5669, Orf19.5682, Orf19.5711,
. ’ . ! 0rf19.5006, Orf19.5063, 0rf19.581, Orf19.5825, Orf19.5830, Orf19.5838, Orf19.590, Orf19.5917.3, Orf19.5921, Orf19.5956,
0rf19.754, Orf19.7569, 0rf19.5964, Orf19.6031, Orf19.6079, Orf19.6250, Orf19.6252, Orf19.6264.3, Orf19.6264.4, Orf19.6293,
0rf19.6358, Orf19.6476, Orf19.6539, Orf19.6551, Orf19.6599.1, Orf19.6705, Orf19.6796, Orf19.680,
0rf19.6809, Orf19.6810, Orf19.6828.1, Orf19.6843, Orf19.6867, Orf19.6883, Orf19.6893, Orf19.6898.1,
0rf19.7057, Orf19.7076, Orf19.7097, Orf19.7108, Orf19.7116, Orf19.7215.3, Orf19.7216, Orf19.7261,
0rf19.7264, Orf19.7269, Orf19.7297, Orf19.7328, Orf19.7347, Orf19.74, Orf19.7501, Orf19.7502,
0rf19.7510, Orf19.7522, Orf19.759, Orf19.7590, Orf19.809, Orf19.815, Orf19.841, Orf19.86, Orf19.900,
0rf19.933,
Rpl15a, Rpl20b, Rpl21a, Rpl23a,
Rpl24a, Rpl27a, Rpl28, Rpl30, Rpl32,
Rpl39, Rpl8b, Rpl9b, Rpplb, Rpp2a, Rpgla, Rpl10a, Rpl16a, 33
Rps12, Rpsl13, Rps15, Rpsl19a, Rpl37b, Rpl43a, Rps30,
Rps20, Rps21lb, Rps24, Rps25b,
Rps26a, Rps27, Rps3, Rps5, Rps9b

Proteinas que se clasificaron en la categoria de otras proteinas.
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Resultados

Los resultados obtenidos hasta el momento nos muestran versatilidad de la estrategia
protedmica utilizada. En el presente trabajo se consiguiod la identificaciéon de 78 proteinas
clasicas de la pared celular agrupadas en las dos categorias con mayor nivel jerarquico,
proteinas con anclaje GPI y proteinas implicadas en el mantenimiento y biogénesis de la
pared celular. La presencia de proteinas de otras categorias en la superficie celular es
aceptada, aunque no totalmente explicada hasta l|la fecha. Asi, las proteinas
multifuncionales o “moonlighting”, aquellas que aunque presentan varias funciones
bioldgicas y su funcidon mas estudiada no se relaciona con su presencia en la pared celular,
poseen caracteristicas importantes a la hora de proponer estrategias terapéuticas o

diagnosticas de las candidiasis.

Del grupo de “otras proteinas” que corresponden en total a 516 proteinas, es interesante
sefalar que 269 son ORFs y 210 estan presentes en el experimento de hifas en medio Lee.
Al analizar estos ORFs utilizando la herramienta bioinformatica del Gene Ontology de la
CGD, el enriquecimiento proteico respecto a los procesos bioldgicos en los que con mayor
probabilidad estén implicadas este grupo de proteinas indicd en primer lugar procesos
relacionados con el establecimiento de localizacidon celular, seguido por transporte celular

y, en tercer lugar, localizacién celular (Figura 17).
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Iestablishment of
localization in cell |

AmiGO

68 out of
269 genes,
25.3%

595 out of
6513
background
genes, 9.1%

ARC18, ARF2, DBPS, EMP24, EX084, GBP2, KIN2, NSP1, RNA1, SEC26, SEC62, SECT2,

SHP1, TIM23, TOM20, VPS27, YPT31, orf19.1355, orf19.1376, orf19.1386, orf19.1564,
0rf19.1672, orf19.1815, 0rf19.200, 0rf19.2194, 0rf19.2489, 0rf19.2633.1, 0rf19.2786,
0rf19.2917, 0rf19.2965, 0rf19.3006, 0rf19.3037, 0rf19.3122.2, 0rf19.3141, 0rf19.3333,
orf19.3467, orf19.3476, 0rf19.3496, 0rf19.3583, 0rf19.3681, 0rf19.3952, 0rf19.4346, 0rf19.4382,
orf19.4396, orf19.4449, 0rf19.4577.3, 0rf19.4594, orf19.5006.1, 0rf19.5085, orf19.5095,
0rf19.5516, orf19.5669, orf19.5682, 0rf19.5830, 0rf19.5917.3, orf19.6252, 0rf19.6264.3,
orf19.6403, orf19.6476, orf19.6551, orf19.680, 0rf19.6828.1, 0rf19.6883, 0rf19.6893,
orf19.7216, 0rf19.7501, 0rf19.759, orf19.841

intracellular
transport | AmiGO

63 out of
269 genes,
23.4%

547 out of
6513
background
genes, 8.4%

9.43e-12

0.00%

ARF2, DBP5, EMP24, GBP2, NSP1, RNA1, SEC26, SEC62, SECT72, TIM23, TOM20, VPS27,
YPT31, 0rf19.1355, 0rf19.1376, orf19.1386, 0rf19.1564, 0rf19.1672, orf19.1815, orf19.200,
0rf19.2194, 0rf19.2489, 0rf19.2533.1, 0rf19.2786, 0rf19.2917, 0rf19.2965, orf19.3006,
0rf19.3037, 0rf19.3122.2, 0rf19,3141, 0rf19.3333, 0rf19.3467, orf19.3476, orf19.3496,
0rf19.3583, 0rf19.3681, 0rf19.3952, 0rf19.4346, 0rf19.4382, 0rf19.4396, orf19.4449,
orf19.4577.3, 0rf19.4594, 0rf19.5006.1, 0rf19.5085, 0rf19.5516, orf19.5669, 0rf19.5682,
0rf19.5830, 0rf19.5917.3, 0rf19.6252, 0rf19.6264.3, 0rf19.6403, 0rf19.6476, 0rf19.6551,
0rf19.680, 0rf19.6828.1, 0rf19.6883, 0rf19.6893, 0rf19.7216, orf19.7501, 0rf19.759, orf19.841

cellular localization |
AmiGO

75 out of
269 genes,
21.9%

739 out of
6513
background
genes, 11.3%

1.47e-11

0.00%

ARC18, ARF2, DBP5, EMP24, EXO84, GBP2, KIN2, NSP1, RNA1, SEC26, SEC62, SECT2,
SHE3, SHP1, TIM23, TOM20, VPS27, YPT31, 0rf19.1355, 0rf19.1376, 0rf19.1386, orf19.1564,
orf19.1642, orf19.1672, 0rf19.1815, 0rf19.200, 0rf19.2168.3, 0rf19.2194, 0rf19.2489,
0rf19.2533.1, 0rf19.2786, 0rf19.2917, 0rf19.2965, orf19.3006, orf19.3037, 0rf19.3122.2,
0rf19.3141, 0rf19.3333, 0rf19.3467, 0rf19.3476, 0rf19.3496, 0rf19.3583, 0rf19.3681, 0rf19.3952,
orf19.4346, 0rf19.4382, 0rf19.4396, 0rf19.4449, 0rf19.4577.3, 0rf19.4594, orf19.485,
orf19.5006.1, orf19.5085, orf19.5095, 0rf19.5281, orf19.5516, 0rf19.5627, orf19.5669,
0rf19.5682, 0rf19.5830, 0rf19.5917.3, 0rf19.6252, 0rf19.6264.3, 0rf19.6403, 0rf19.6476,
0rf19.6551, 0rf19.6705, orf19.680, 0rf19.6828.1, 0rf19.6883, 0rf19.6893, 0rf19.7216,

orf19.7501, 0rf19.759, orf19.841

Figura 17. Evaluacion de las proteinas correspondientes a 269 ORFs identificados en el
experimento de transicion dimoérfica utilizando la herramienta de gene ontology finder
(GO) en la CGD. Todas ellas agrupadas en el grupo otras proteinas.
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6.1.4. ANALISIS COMPARATIVO DE PROTEINAS SUPERFICIALES Y DE PROTEINAS DE
EXTRACTOS TOTALES DE LEVADURAS E HIFAS DE C. albicans

Con el objetivo de comparar el perfil proteico obtenido con la digestion triptica sobre
células vivas y el perfil proteico de un extracto total de células de C. albicans, obtenido
con la lisis de levadura e hifas, se analizaron con los mismos parametros hasta ahora
utilizados datos anteriores obtenidos por nuestro grupo de investigacién. Para ello se
tomaron los datos de un experimento de identificacion de proteina de extractos totales
de levaduras y de hifas mediante LC acoplada a Orbitrap, al igual que en los
experimentos anteriores, donde se tuvieron en cuenta las proteinas identificadas por lo
menos con dos péptidos. En todo el experimento se identificaron 1514 proteinas, de las
cuales 1375 proteinas estaban presentes en levaduras y 1219 proteinas en hifas. Estas
se agruparon en las 11 categorias anteriormente descritas y la clasificacion se realizé de
forma jerarquica y excluyente, con lo cual cada proteina se encuentra en una sola
categoria. La distribucion porcentual de las 11 categorias en levadura e hifas se

muestran en la Tabla 13 y en la Figura 18.

Tabla 13: Categorias proteicas encontradas en extracto total de levaduras e
hifas de C. albicans.

CATEGORIAS

LEVADURAS | HIFAS |

N® de % N° de %

proteinas proteinas
32 2 30 2
Superficie celular 26 2 27 2
Inmunogénicas 35 3 34 3
35 3 37 3
58 4 58 5
35 3 35 3
Biofilms 97 7 72 6
63 5 52 4
Condiciones de Estrés 22 2 20 2
70 69

Total 1375 1219

Los colores de las celdas cambian de acuerdo al nimero mas alto de proteinas
identificadas acercandose al color rojo en el valor mas alto.
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Anclaje GPI
n=1375 n=1219

® Biogenesis y Mantenimiento de
la Pared Celular

u Superficie celular 100
Inmunogénicas

M Especificas de hongos 75

m Antifungicos

H Virulencia 50
= Biofilms

25
M Actina

Condiciones de Estrés

M Otras proteinas

Levaduras Hifas

Figura 18: Distribucion porcentual de las diferentes categorias en extractos totales de
levaduras e hifas de C. albicans.

La clasificacién de las proteinas en las diferentes categorias es jerarquica y excluyente
por lo cual cada proteina se ha tenido en cuenta en una sola categoria

Podemos observar que solo el 30% de las proteinas identificadas tanto en levaduras
como en hifas pudieron ser agrupadas en las categorias designadas en este trabajo. El
70% de proteinas quedaron en el resto de proteinas. Ademas se pudo observar una

distribucion porcentual casi idéntica entre hifas y levaduras en todas las categorias.

El paso siguiente fue analizar estos datos mediante diagramas de Venn (Tabla 14) y se
encontré que 1080 proteinas son comunes en los dos tipos celulares, 295 estan
presentes solo en levaduras y 102 proteinas solo en hifas. La mayoria de proteinas en
cada una de las categorias se encuentran dentro de las proteinas comunes entre
levaduras e hifas. De la proteinas especificas de una de las dos morfologias se ha
identificado un nimero similar en levaduras y en hifas en la mayoria de las categorias;
sin embargo, dentro de las proteinas relacionadas con la formacién de Biofilms y las
relacionadas con respuesta a condiciones de estrés hay un nimero significativamente
mayor de proteinas (32 y 17, respectivamente) en levaduras que en hifas (7 y 6,

respectivamente).
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Tabla 14. Resultados del analisis mediante diagramas de Venn, de la
distribucion de las proteinas identificadas en extractos totales de C. albicans.

CATEGORIAS Levaduras-

hifas Levaduras | Hifas

Levaduras Hifas

Anclaje GPI 3

6

:

Los datos mostrados en la Tabla han sido obtenidos por el analisis de la listas de
proteinas agrupadas en cada categoria, de cada experimento (levaduras e hifas)
mediante diagramas de Venn. Cada linea representa un analisis independiente, donde el
resultado del diagrama se corresponde a la letra que designa cada columna que se
correlaciona con el resultado del diagrama de conjuntos.
http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/Venny/index.htmL.
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Tabla 15: Perfil proteémico de extracto total de levaduras e hifas de C. albicans

CATEGORIAS LEVADURAS E HIFAS LEVADURAS HIFAS TOTAL
] 6 3 3
Anclaje GPI 12
Crh11, Ecm33, Pga4, Pga45, Pga63, Utr2. Dcwl, Plb4.5, Sap9. Als1, Als3 Rbt1.
26 6 a
Age3, Ape2, Arp2, Bgl2, Chs5, Csp37, Ecm17, Frs1, Gdal, Gpd2, Lmol, Mnt1, Orf19.4246, Orf19.969, Phrl, Pmil, Pmm1, 35
Pmrl, Pmt2, Rvs161, Rvs167, SIk19, Ssa2, Sur7, Tmal9, Xyl2. Bud7, Cbk1, Efgl, Mnn9, Orf19.1196, Phr2. Chs4, Gal10, Mp65,
26 0 1
Superficie celular Adh1, Atp1, Bmh1, Cdc19, Cef3, Cshl, Enol, Gph1, Hem13, Hsp70, Hsp90, Orf19.6082, Pdc11, Pgk1, Pill, Rps6a, Sam2, R Msb2 2z
Sdh2, Srb1, Ssb1, Ssc1, Tdh3, Tefl, Tkl1, Tsal, Ugp1. )
34 1 0
Inmunogénicas Achl, Acol, Acs2,Adel7, Adh5, Atp2, Cys4, Efb1, Eft2, Fbal, Gnd1, Gre3, Grp2, Hxk2, Ilv5, Imh3, Ipp1, Leul, Lpd1, Mdh1, 0rf19.6396. : 35
Met6, Orf19.1946, Pdil, Pgil, Qcr2, Rpl13, Rpp0, Sah1, Sec13, Shm2, Tif, Tpil, Yst1, Zwfl.
32 3 5
Adel, Arol, Aro2, Aro7, Fasl, Gap6, Gdh2, His1, Hom3, llv6, Leu42, Lsp1, Lys1, Lys22, Mcal, Mss51, Mtr10, Ndel, Nma1ll, Ligl, Sctl. Vica Cnh1, Orf19.4805, Rgd3, 40
0rf19.2269, Orf19.5541, Osm1, Phm7, Pst3, Sla1, Svf1, Thrl, Trrl, Vid27, Vtc3, Ycp4, Yhm1. B-, L7, Vied. Rib5, Vex1.
55 3 4
Ahp1, Ald5, Catl, Cdc60, Cdc68, Cyb5, Dak2, Erg10, Ergll, Erg3, Erg6, Erg9, Fas2, Fet34, Fmal, Glk1, Gnp1, Gpm1, Gscl,
Hgt6, Hgt7, Hhf22, Hmgl, Ife2, Lscl, Lys21, Met3, Mirl, Mis11, Msi3, Mvd, Nmt1, Olel, Orf19.2296, Orf19.251, Orf19.3475, 62
0rf19.4216, Orf19.7459, Pck1, Pdal, Pdbl, Pfk1, Pfk2, Pmal, Porl, Prx1, Retl, Rnr21, Rpl35, Sds24, Snf7, Tps2, Tub2, Glc3, Orf19.1691, Ucf1. Cmp1, Ecel, Erg27, Ergd.
Vma8, Zprl.
29 6 6
Ade2, Ade5, Alol, Ascl, Cdc10, Cdc11, Cdc3, Cdcd2, Het1, Mit1, Mts1, Nth1, Orf19.3045, Orf19.3175, Orf19.39326, Pmt1, Clad, Cst20, Kex2, Not3, a1
Ptc2, Rasl, Rsrl, Sod1, Srv2, Ssd1, Ssn6, Tps, Ttrl, Vps21, Whi1, Yhbl, Ypt72. Met2, Pho87, PId1, Ptc5, Spa2, Tecl. Rfx2, Scho.
65 32 7
e Acs1, Ade12, Ade8, Adk1, Bat21, Carl, Car2, Cat2, Cdrd, Cicl, Citl, Ctrl, Cypl, Cys3, Dqd1, Egdl, EIf1, Ergl, Geyl, Gltl, Ag‘,l,;f "::.'zidﬁill'zgdﬂ'ef&az.(n:ffz "3::‘11'
Biofilms Glyl, Gpd1, Gsyl, Gukl, Gut2, Hsp104, Hta, llv1, llv3, Mcrl, Met15, Mrtd, Npl3, Orf19.1388, Orf19.1889, Orf19.2286, Mrpl33' Mse116. Mocd. Nee102 Orf19.1150 Aaf1, Cdr2, Ctm1, Fbpl, 104
0rf19.3325, Orf19.394, Orf19.409, Orf19.5620, Orf19.6090, Orf19.6559, Orf19.7069, Orf19.7152, Orf19.7244, Pgm2, Pho8s, P33, » Vugs, g 253 0rf19.3983, Pho84, Pst1.
Put2, Regl, Rhr2, Rnrl, Rob1, Sec2, Ser33, Smid, Sti, Tal1, Tim9, Trp4, Trp5, Trx1, Tubl, Tupl, Ural, Ynk1 Orf19.6189, Pam16, Prb, Ptr2, Pus7, Rnr22,
» Regl, Rhrs, Rnrd, Robl, secs, » SMIZ, UL, Tald, Tim3, Trps, Trps, Trx2, Tubd, Tupd, Ural, Ykl. sdai, Sod3, Sof1, Stf2, Sys3, Tim22, Tps3, Yke2.
46 17 6
Condiciones de Adh2, Arx1, Asr2, Cpr6, Dbp2, Drs1, Ecmd, Ena2, Fdh3, Gad1, GIn1, Glrl, Gsh2, Hogl, Hsp12, Hsp60, Hsp78, Ifr2, Kem1, Ebp;'rfllglz’;f;s(l)’r?'l';:3;’7§°;2r’f :‘:23;2' prL, Dcp2, Ena21, Orf19.7023, 69
Estrés Kre30, Maks, Mrf1, Mrpl3, Nmd5, Orf19.1862, Orf19.2782, Orf19.3260, Orf19.5239, Orf19.5517, Orf19.6596, Orf19.7085, Orf19.6315. OL19.6816. OL19.813. Phats 0rf19.7034, Orf19.7602,
0rf19.7160, Orf19.7368, Pbs2, Pwp1, Rpn3, Rpodl, Rpt2, Sbal, Sis1, Sod2, Sods, Ubpé, Ycfl, Yck2, Ydjl. 033 -0826, R ’ Utp13.
Prs5, Rck2, Utp18.
18 4 2
Abp1, Actl, Aip2, Arcd0, Arp3, Bzz1, Myo2, Orf19.1236, Orf19.1796, Orf19.3235, Orf19.3505, Orf19.4395, Orf19.4633, 24
Orf19.5671, Orf19.6534.2, Pan, Sacé, Slaz. 0rf19.1444, Orf19.2228, Orf19.4127, Orf19.730. Myo5, Orf19.4597.
743 220 102 1065
Total 1080 295 139 1514
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6.1.5. PROTEINAS HUMANAS IDENTIFICADAS EN LA SUPERFICIE CELULAR DE
C. albicans

Una vez identificadas las proteinas pertenecientes a C. albicans, con el objetivo de
evaluar las proteinas del suero humano que se hayan unido a la superficie celular
de C. albicans, los espectros de masas obtenidos del analisis de las muestras con
10%S fueron cotejados con la base de datos Swiss Prot Human. Los criterios de
seleccion de proteinas fueron los mismos que se utilizaron para las proteinas de
C. albicans: que la proteina se hubiera identificada en 3 réplicas bioldgicas, en 2
réplicas bioldgicas con 2 o mas péptidos o en 1 réplica biolédgica con 3 o mas
péptidos. Se identificaron un total de 139 proteinas, que se clasificaron segun las
descripciones de la base de datos en 6 grupos: Proteinas pertenecientes a la
cascada del complemento, apolipoproteinas, proteinas descritas como ligando de
C. albicans, cadenas de inmunoglobulinas, proteinas de la cascada de la

coagulacion y otras proteinas (Figura 19).

n=139
8,6
M Fracciones del complemento
9,4 Apolipoproteinas
Descritas como ligandos de C. albicans
55,6 Cadenas de Inmunoglobulinas
Factores de Coagulacion
144

Otras Proteinas

7,9

Figura 19: Clasificacién de las proteinas identificadas en el surfoma de hifas
obtenidas en medio lee con el suplemento del 10% de suero de humano.

Las identificaciones se realizaron basadas en la informacion de la base de datos
Swiss Prot Human http://web.expasy.org/docs/swiss-prot_guideline.htmL.

El 9.4% de proteinas humanas identificadas en la superficie de hifas de C. albicans
pertenecen al sistema del complemento, (Tabla 16) donde se identificaron 7
proteinas de las 9 que conforman los componentes propiamente dichos de éste. Es

interesante ver que la proteina con la que mayor nimero de péptidos se identificd
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de este sistema fue €3 con alrededor 100 péptidos, el resto de fracciones del

complemento se identificaron en todos los casos con mas de 3 péptidos.

Tabla 16. Proteinas de la cascada del complemento, identificadas en la

superficie celular hifas de C. albicans inducidas con el 10% de suero
humano.

EXPERIMENTOS
PROTEINAS 1 2 3
N° de péptidos

Complemento C3 103 106 141

Complemento C5

34 23 21

Complemento C4-A 32 32 94

Complemento C4-B 32 33 95

Fraccion C6 del complemento 20 18 4

Fraccion C9 del complemento 17 15 17

Cadena alfa de la fraccion C8 del 13 1 6
complemento.

Fraccion C7 del complemento 13 9 8

Factor B del Complemento. 8 e 8

Fraccion C8 del cadena gamma 6 6 4

Cadena beta de la fraccion C8 del 5 6 16
complemento

Cadena alfa de la fraccion C4b del 5 3 4

complemento.

Las columnas 1, 2 y 3 corresponden a las tres réplicas bioldgicas del experimento y

los datos del numero de péptidos con el que se identific6 cada proteina por
ORBITRAP.

Con el objetivo de validar la unidén de alguna de las proteinas de la cascada del
complemento a la superficie de C. albicans, hifas inducidas con el 10% de suero
humano, y tratadas en las mismas condiciones que las utilizadas para la digestion
triptica, se fijaron en portaobjetos y se les realiz6 inmunotincién con suero
policlonal anti-C3. En la Figura 20, se puede observar la inmunotincidon positiva
para las hifas inducidas con suero humano, los controles utilizados corresponden a
hifas inducidas Unicamente en medio Lee 6.7 y a hifas inducidas son suero humano

inactivado por calor.
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Control Activo Inactivo

Figura 20: Microscopia de fluorescencia para la evaluacién de la presencia de
la fraccion C3 del complemento humano, sobre la superficie de hifas inducidas
con suero humano.

El otro grupo proteico interesante de este estudio corresponde a un 8.6% de
proteinas séricas denominadas apoliproteinas, las cuales se encuentran en una
proporcion similar a los componentes del complemento, tanto con respecto a su
presencia como a su abundancia relativa. Se encuentran todas las apolipoproteinas
esenciales en el metabolismo de los lipidos (Tabla 17). Apo B100 es la
apolipoproteina que con mayor abundancia de péptidos se identifica, seguida por
ApoAl ApoAIV y ApoE que se identifican con mas de 10 péptidos, el resto de
apolipoproteinas se identifican por lo menos 1 péptido en las 3 réplicas bioldgicas

realizadas.
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Tabla 17. Apolipoproteinas identificadas en la superficie celular de las hifas
de C. albicans inducidas con 10 % de suero humano.

EXPERIMENTOS
PROTEINAS 1 2 3
N° de péptidos
Apolipoproteina B-100 102 97 240
Apolipoproteina A-I 17 14 18
Apolipoproteina A-IV 17 13 7
Apolipoproteina E 13 13 17
Apolipoproteina A-II 4 1 7
Apolipoproteina C-I 2 3 1
Apolipoproteina C-III 1 1 3
Apolipoproteina D 1 1 1
Apolipoproteina L1 1 2 6
Apolipoproteina C-IV 1 1 3
Apolipoproteina C-II 1 0 3
Apolipoproteina A-V 3 2 0

Las columnas 1, 2 y 3 corresponden a las tres réplicas bioldgicas del experimento.

Otro grupo de proteinas interesantes para este trabajo esta formado por proteinas
en las que ha sido descrita su capacidad de union a la superficie celular de
C. albicans. De estas, las proteinas que se identifican con el mayor numero de
péptidos fueron: fibronectina, albumina sérica, serotransferrina, diversas cadenas
del fibrindgeno, galectina, vitronectina, proteina AMBP y gelsolina, entre otras.
Tabla 18.
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Tabla 18. Proteinas descritas como ligandos de C. albicans, identificadas en la
superficie celular hifas de C. albicans inducidas con 10% de suero humano.

EXPERIMENTOS
PROTEINAS 1 2 3
N° de péptidos
Fibronectina 60 62 15
Albumina sérica 52 54 27
Serotransferrina 29 26 2
Fibrinégeno cadena alfa 13 12 3
Fibrin6geno cadena beta 13 10 2
Galectina-3 10 12 5
Vitronectina 10 12 10
Proteina AMBP 9 7 5
Gelsolina 9 10 42
Proteina de unién a LPS 8 9 13
Kalikreina plasmatica 7 8 2
Fibrin6geno cadena gamma 6 6
Plasminégeno 5 6 21

Las columnas 1, 2 y 3 corresponden a las tres réplicas bioldgicas del experimento.

El 14.4% de las proteinas humanas identificada en la superficie de C. albicans son
cadenas de inmunoglobulinas, se identifican las cadenas pesadas de la regién constante
de IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4, IgM e IgD vy la cadena ligera kappa. El 7.9% corresponden a
diferentes factores y cofactores de la cascada de la coagulacion, entre ellos los que con
mayor nimero de péptidos se identifican son el factor Von Willebrand y la protombina.
Finalmente el 55.6% de proteinas fueron agrupadas en “otras proteinas” (Anexo 2 de

material suplementario).

Con el objetivo de determinar si la pared celular de C. albicans es capaz de activar la
cascada del complemento, en un experimento preliminar se estimuld la induccién de
filamentos tanto con suero humano como con suero inactivado con calor y se
identificaron en paralelo las proteinas humanas unidas a la de superficie de las dos
muestras de filamentos de C. albicans mediante digestion triptica. Las condiciones del
experimento fueron idénticas a las de los experimentos anteriores sin embargo, en este
caso la identificacidn se realizdé con otro espectrémetro de masas, la trampa iénica (LTQ),

la cual posee una menor sensibilidad que la Orbitrap. Con esta metodologia fueron
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identificadas 23 proteinas en la superficie de hifas inducidas con suero humano y 25
proteinas en el suero control inactivado con calor (Figura 21). Estas proteinas se
analizaron con el uso de diagramas de Venn que muestran que solo 5 proteinas son
comunes en los dos experimentos, siendo C3 la Unica proteina del sistema del
complemento que se ha podido detectar en ambas condiciones. . Del grupo de

apolipoproteinas no se identifica ninguna proteina.

6.2. PERFIL PROTEOMICO DE LA SUPERFICIE DE C. parapsilosis,
C. tropicalis Y C. glabrata

Ademas del interés por estudiar el surfoma de las células implicadas en la transicién
dimoérfica de C. albicans como el principal agente etiolégico de la candidiasis invasiva,
también se estudiaron las proteinas de superficie de Candida no-albicans, las cuales
debido a los avances tecnoldgicos en medicina cada vez cobran una mayor importancia
como agentes etioldgicos en paciente en estado critico especialmente

inmunocomprometidos.

Por este motivo se utilizd la misma estrategia protedmica descrita para C. albicans en
C. glabrata, C. parapsilosis y C. tropicalis. Para ello las levaduras se cultivaron en medio
minimo a 37°C y se recogieron las células en fase logaritmica, se lavaron y se procedi6 a
la tripsinizacién superficial. Como control de todo el proceso se evalud la permeabilidad
selectiva de las células por incorporacién de ioduro de propidio (Figuras 22 y 23). Sin
embargo, las 3 especies de Candida no-albicans estudiadas mostraron una mayor
susceptibilidad a la digestidn triptica, diferente entre si y también diferente a la mostrada
por C. albicans. Una de las principales diferencias radicé en el alto nimero de células con
alteracion de la permeabilidad selectiva antes y después de la tripsinizacion, mostrando
una alta sensibilidad de las células a este procedimiento. La especie mas susceptible a la
digestion triptica fue C. glabrata, luego, C. tropicalis y finalmente C. parapsilosis. En
conjunto, todas mostraron una mayor sensibilidad al proceso de tripsinizacidon con

respecto a C. albicans.

Para intentar disminuir la alteracidon en la permeabilidad selectiva se realizaron pruebas
con diferentes concentraciones de tripsina conservando el tiempo de digestion (Figura
22). En ninguno de los casos se consiguid disminuir. En el caso C. glabrata los valores
iniciales de células positivas para Ioduro de propidio fueron de aproximadamente el 10%
y después de la digestion con 5.0 ug durante 5min y con DTT 0.01M llegaron hasta el

30%, mientras que en C. albicans nunca supera el 1% después de la digestién.
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Figura 21: Figura 22: Comparacion mediante diagramas de Venn del perfil protedmico de la superficie de hifas inducidas

con suero humano. Activado y sin activar. La proteinas has sido identificadas utilizando LC acoplada a LTQ
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Figura 23: Porcentajes de células de C. glabrata positivas para ioduro de propidio en
diferentes concentraciones de tripsina.

Para el caso de C. parapsilopsis y C. tropicalis, en los 3 experimentos realizados los
porcentajes oscilaron entre antes y después de la digestién, de 1 a 3% y de 5 a 9%,

respectivamente, (Figura 23).

10

% W antes

m después

C. parapsilosis C. tropicalis

Figura 24: Porcentajes de células positivas para ioduro de propidio antes y después
de realizar la digestion triptica de la superficie celular de C. parapsilosis y
C tropicalis.

Existe la posibilidad que la temperatura de incubacién de los cultivos a 37°C pueda ser
la causa de los altos niveles de células positivas para ioduro de propidio, teniendo en
cuenta que las temperaturas optimas de crecimiento para estas levaduras oscilan entre
24 y 300°C. Pero teniendo en cuenta que el objetivo es buscar proteinas que se expresen

en condiciones fisioldgicas del ser humano para fines diagnédsticos y/o terapéuticos y
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que la adaptacién a esta temperatura exige una regulacion génica importante en los

microorganismos, se decidiéd no modificar este parametro.

Para analizar las proteinas identificadas en las 3 cepas de Candida no-albicans, se
buscaron los genes ortélogos en C. albicans, esta informacién se buscdé con las
herramientas bioinformaticas de las Bases de datos CGD para C. parapsilosis vy
C. glabrata y Swiss prot para C. tropicalis, en ellas se buscaron los ortélogos de las
proteinas en C. albicans. Posteriormente se clasificaron de forma jerarquica en las
mismas 11 categorias, utilizadas para el estudio de la transicion dimoérfica de
C. albicans. A estas once categorias se adicionaron dos mas, la primera: proteinas que
a pesar de tener ortdlogo solo se identificaron en la cepa no-albicans (morado), y la

segunda, las proteinas que no tienen ortélogo en C. albicans (verde claro) (Figura 17).

Al analizar la distribucion porcentual de las diferentes categorias en cada una de las
especies de Candida, observamos que proteinas con anclaje GPI solo se identificaron en
C. parapsilosis. Proteinas especificas de hongos, solo se identificaron en C. glabrata en
la que no se identificaron proteinas relacionadas con virulencia. En C. parapsilosis, no
se identificaron proteinas relacionadas con condiciones de estrés. Ademas observamos
que el que mayor porcentaje de proteinas no identificadas en C. albicans estd en

C. tropicalis (Tabla 19 y Figura 24).

Tabla 19: Clasificacion de las proteinas identificadas surfoma de
distintas especies de Candida no-albicans

Anclaje GPI 4,8
6,7 7,9 1,9
32,0 31,7 38,5
Inmunogénicas 16,0 12,7 9,6
2,7
4,0 7,9 7,7
3,2 1,9
4,0 7,9 3,8
Condiciones de Estrés 1,9
1,9
10,7 6,3 1,9
de adas solo en Candida spp 9,3 7,9 25,0
12,0 7,9 5,8
Total
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Figura 25: Distribucién porcentual de las diferentes categorias de las proteinas
identificadas mediante digestion triptica sobre célula viva de levaduras de
C. parapsilosis, C. glabrata y C. tropicalis.

En el caso de C. glabrata se identificaron en total 75 proteinas. Los datos obtenidos
con las todas las variaciones de concentracion de tripsina y el nimero péptidos con que
se identificaron se muestran en la tabla 20. Adicionalmente dicha tabla muestra la
correspondiente proteina ortdloga en C. albicans, informacién utilizada para la
clasificacion en las categorias que se muestran en todos los analisis realizados. Sélo se
identificé una proteina con anclaje GPI, CAGLOF01683g, que no presenta ortdlogo en
C. albicans y cuyo analisis in-silico indica que posee dicho tipo de anclaje GPI. Se
identificaron 5 proteinas relacionadas con biogénesis y mantenimiento de la pared
celular: Mp65, Pmm1, 2 proteinas ortélogas a Srb1l y Tmal9. En la categoria de
proteinas relacionadas con la superficie celular esta la proteina con mayor nimero de
péptidos identificada que es la ortéloga a Enol, seguida de Pdcl1, Pgkl y Tdh3. En
la Unica categoria que no se identificd ninguna proteina ortéloga a C. albicans fue en la
de proteinas relacionadas con virulencia. Por otra parte, solo 10 proteinas no fueron
identificadas en los experimentos de la transicion dimérfica de C. albicans y, ademas, es
la especie en la que se identific6 un mayor nimero de proteinas sin ortélogo en C.
albicans (Tabla 21).

En cuanto a las 63 proteinas identificadas en C. parapsilosis, 3 de ellas son proteinas

ortélogas a proteinas con anclaje GPI de C. albicans, Cht2, Chr11 y Ecm33. Este fue
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en la Unica especie en la que conseguimos identificar proteinas incluidas en esta
categoria. De las proteinas relacionadas con biogénesis y mantenimiento de la pared
celular se identificaron 5 proteinas: Bgl2, Gpd2, Mp65, Pirl y Ywp1l. En superficie
celular se identificaron 20 proteinas y es interesante destacar que las proteinas que con
mayor numero de péptidos se identificaron fueron las proteinas chaperonas Hsp90 vy
Ssa2, junto con la proteina de superficie celular Tdh3. Las Unicas categorias en las que
no se identificaron proteinas fueron: proteinas especificas de hongos y proteinas que

Unicamente estén relacionadas con adaptacion a condiciones de estrés (Tabla 21).

De las 52 proteinas identificadas en C. tropicalis, 13 no fueron identificadas en los
experimentos con C. albicans, de las cuales varias son proteinas ribosomales. La
manoproteina Mp65 fue la Unica proteina relacionada estrechamente con pared que fue
identificada. Se identificaron 20 proteinas relacionadas con superficie celular, todas
identificadas en C. albicans. No se identificaron proteinas que no tuviesen ortélogo en

C. albicans ni con anclaje GPI, ni especificas para hongos (Tabla 22).

Podemos observar que aproximadamente el 80% de las proteinas de todas las
identificadas en Candida no-albicans. Estas habian sido identificadas en el experimento

de la transicion dimorfica de C. albicans.
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Tabla 20. Perfil

ID CGD

CAGLOK12694
CAGLO0I07843
CAGLOK11418g

ORTOLOGO
C. albicans
SC5314

protedmico de la superficie de C.

DESCRIPCION

OREF verificado; actina

glabrata CBS 185

[ug] de tripsina

05 | 25 |

N° de Péptidos
2

N

OREF verificado; alcohol 2 dehidrogenasa

Adenilato quinasa

CAGLOM11704
CAGLOH10142
CAGLO0I10648
CAGLO0L06270g

Tiol-peroxiredoxina

2-dehidro-3-deoxifosfoheptonato aldolasa

ORF no-caracterizado; asparagina sintetasa

ORF no-caracterizado; proteina con dominio 14-3-3

CAGLOL120569g

OREF verificado; proteina con dominio 14-3-3

CAGLOM12034g

ORF verificado; piruvato quinasa

CAGLOB03487g

Factor 3 de elongacién de la traduccién

CAGLOEOQ1177
CAGL0G02101
CAGLOF08547g

OREF verificado; ciclofilina, peptidil-prolil-cis-trans isomerasa

S-glutantion transferasa

Factor de elongacion de la traducciéon eF1B3

i

CAGLOA03234g

ORF no caracterizado; factor de elongacion 2

IN I NN IS T T SN PR TSN IR P T

N

CAGLO0102486
CAGLOD00528i
CAGLOL02497g
CAGLOF00605
CAGL0C05137
CAGLOE06358g

Enolasa |

[y
N
=
S

Sintasa de acidos grasos

OREF verificado; fructosa-bisfosfato aldolasa.

BN

OREF verificado; aldohexosa glucoguinasa

Similar a glicerol-3-fosfato dehidrogenasa

Fosfoglicerato mutasa

CAGLOK05973¢g

ORF verificado; proteina de choque térmico HSP60

CAGLO0L00495g

ORF no-caracterizado; proteina de choque térmico

NI

CAGLOB03047g

reductocetoécido isomerasa

CAGLO0I06050g

Inositol-1-fosfato sintasa.

CAGLOH09878g
CAGLO0G00308
CAGLOF01683
CAGLOAQ03278
CAGL0G00154
CAGLO0I04356
CAGL0J06374
CAGLOK09592
CAGLOK03465
CAGLOMO00880:
CAGLOMO06237
CAGL0G09130
CAGLOL11792
CAGLOF09031g
CAGLOB01419
CAGL0J09878g
CAGLOE00869
CAGLOKO01683g
CAGLOMO07920g

OREF verificado; pirofosfatasa

uwn—\bpmpmwmgmmb—\pb—\mu

limplicada en el metabolismo del glucano

NN EE

ORF no caracterizado; proteina con anclaje GPI

ORF no caracterizado; Ort6logos localizados en la superficie celular

Ortdlogos implicados en el procesamiento del rRNA

OREF Verificado; factor de iniciacion de la translacion elF4A

Ortélogo a proteina ribosomal

IS

Ortdlogo a proteina de canal de transporte

Ortélogo a aceto-lactato sintasa

NG AR ENE NN

Posible ornitina-aminotransferasa

Ortdlogo a alcohol O-butanoiltransferasa.

N

Ortélogo a proteina ribosomal

Ortdlogo a proteina ribosomal

Ortélogo a proteina ribosomal

N[

implicado en la sintesis de rivoflavina

Ortdlogo a proteina de unién a DNA

Ortélogo a proteina de unién a DNA

Ortdlogo a proteina de unién a DNA

OREF verificado; piruvato decarboxilasa.

CAGLOH05445¢g

OREF verificado; glucose-6-fosfato isomerasa

NI N

CAGLOLO7722g

Posible 3-fosfoglicerato quinasa

=
o

CAGLO0L08932
CAGLOA00495
CAGLOK12848
CAGLOK11858
CAGLOF02937g

Componente de eisosomas

RIS ok Nk RN N

ORF no caracterizado; posible proteina de membrana plasmatica

ORF novcaracterizado; posible fosfomannomutasa

ORF verificado; Posible flavodoxina

Ortdlogo a proteina ribosomal

N|W|F (|~

CAGLOE02013
CAGLO0G03575
CAGL0G02079g

ORF no caracterizado; ortélogo a proteina ribosomal

ORF no caracterizado; ortélogo a proteina ribosomal

=

ORF no caracterizado; ortélogo a proteina ribosomal

CAGLO0B04257g

Ortélogo a proteina ribosomal con localizacion en la superficie celular

CAGLOMO02695
CAGLOK06149
CAGL0J11220g
CAGLOMO06303g

Ortdlogo a proteina con union al RNA

]

Ortélogo a proteina ribosomal

Ortdlogo a proteina con actividad liasa.

Ortélogo a proteina ribosomal

CAGL0C02189g

ORF no caracterizado; ortélogo localizado en el citosol

CAGL0OB01122
CAGLOH04983g
CAGLODO01034
CAGLO0G03795¢g

ORF no caracterizado; S-adenosilmetionina sintetasa

ORF no caracterizado; posible manosa-1-fosfato-guaniltransferasa

GDP-manosa pirofosforilasa

ORF Verificado; proteina de choque térmico, familia de HSP70

CAGLO0C05379
CAGLOL10560g
CAGLOB03069g

OREF Verificado; proteina de choque térmico

AN NNNN NG R EIE

Proteina de choque térmico

OREF verificado; posible transaldolasa.

CAGL0G09383g

OREF Verificado, gliceraldehido-3-fosfato dehidrogenasa.

CAGL0OD01188i
CAGLO0L12870g
CAGLOHO08327g

ORF no caracterizado; factor de elongacién de la traduccién 1-o

~|[~jo|

Ortélogo a proteina de la pared celular

OREF verificado; posible triosa-fosfato isomerasa.

[y

CAGLOM02849g

ORF no caracterizado; proteina ribosomal S2
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Tabla 21. Perfil protedmico de la superficie de C. parapsilosis CDC 317.

ID CGD

CPAR2_205700
CPAR2_201570
CPAR2_300430
CPAR2_105340

ORTOLOGO
C. albicans
SC5314

ACO1

ATP1

DESCRIPCION (Ortélogos)

Aconitato hidratasa

Réplicas biolégicas

1 [ 2] 3

N° de Péptidos

Actina

Proteina de unién a proteina G, subunidad alfa

ATP sintasa

CPAR2_402220
CPAR2_401600
CPAR2_804190
CPAR2_501710

ATP2

DC48

CEF3

ATP sintasa

1,3-B-glucanosiltransferasa

Posible ATPasa

Factor de elongacién de la traduccion 3

CPAR2_502140

CHT2

Quitinasa con alclaje a GPI

CPAR2_802010

CIT1

Citrato sintasa

BN IR G S I N

CPAR2_400860

CRH11

Transglicosidasa de pared celular

CPAR2_702740

CYP1

Proteina de unién a cyclosporina A.

CPAR2_108560

ECM33

Implicada en la construccién de la pared celular

CPAR2_211630

EFT2

Factor de elongacién 2

CPAR2_207210
CPAR2_807400
CPAR2_401230
CPAR2_601770
CPAR2_204330
CPAR2_101670
CPAR2_703150

ENO1

FBA1l

HSP104

HSP90

Enolasa

Sintasa de &codos grasos, subunidad 8

Actividad fructosa-bisfosfato aldolasa

[ I L D

Proteina de superficie similar a glicerol-3-fosfato dehidrogenasa

Proteina de choque térmico

Proteina de chogue térmico

Proteina de choque térmico

CPAR2_213780
CPAR2_805290
CPAR2_104290
CPAR2_601800
CPAR2_407410
CPAR2_103750
CPAR2_109660
CPAR2_405330
CPAR2_100830
CPAR2_209380
CPAR2_500930
CPAR2_108950
CPAR2_100850
CPAR2_807420
CPAR2_402950
CPAR2_501020

KAR2

Implicada en translocacion de proteinas al reticulo endoplasmico

Componente del complejo piruvato deshidrogenasa

Ensamblaje de eisosomas

Actividad citocromo-b5 reductasa

Implicada en el metabolismo del glucano

Unién a ATP

1,3-beta-glucanosiltransferasa

Localizacién citosélica

Dominio con unién acidos nucléicos

2
3
6
1
2
1
2
1
2
1
1

Actividad en estructura de ribosomas

Actividad en estructura de ribosomas

Localizacion citosélica

Localizacion citosélica

Dominio con unién a DNA

Posible piruvato deshidrogenasa

Piruvato decarboxilasa

CPAR2_602950

Ffosfoglicerato quinasa

CPAR2_105500
CPAR2_806490
CPAR2_502950
CPAR2_404890
CPAR2_601830
CPAR2_700660

Componente de eisosomas

Proteina estructural de la pared celular

[ LS (VT [ IS T P P

ATPasa de membrana plasmatica

Proteina ribosomal

Proteina ribosomal

Proteina ribosomal localizada en superficie celular

CPAR2_702560
CPAR2_102840
CPAR2_210540
CPAR2_109250
CPAR2_204080
CPAR2_302160

Dominio con union a RNA

ll—‘wNwl—‘l—‘-bw-hl\)b—‘NHHHNH\IAU‘II—‘AI—‘WSWHNNNWNAHlNF—‘U'INP—‘U'INI—*WD—‘

Proteina ribosomal

Proteina ribosomal

Proteina ribosomal

Dominio con union a DNA

Proteina ribosomal

CPAR2_503730

Biogenesis de ribosomas

CPAR2_209730

Proteina ribosomal

CPAR2_207990

Actividad metionina adenosiltransferasa.

= |w|w N

CPAR2_106940

Proteina de chogque térmico, familia de HSP70

-
N

CPAR2_205670

Proteina de choque térmico

CPAR2_105050

Pproteina de choque térmico

CPAR2_202600

Posible transaldolasa

AN

CPAR2_808670

Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa

—
o

CPAR2_407690

Factor de elongacién 1-alpha

CPAR2_109150
CPAR2_206570
CPAR2_405680
CPAR2_806670

Factor 4A de iniciacion

Proteina especifica de la fase blanca

Proteina ribosomal

Proteina de pared celular
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Tabla 22. Perfil proteémico de la superficie de Candida tropicalis
MYA 3404.

ORTOLOGO b?(ﬁgg?cajs
ID_UNIPROT C. albicans DESCRIPCION

SC5314

N° de Péptidos

CTRG_03051 Actividad aconitato hidratasa
CTRG_03626 Actina
CTRG_01329 NAD-aldehido deshidrogenasa
CTRG_04856 Subunidad ribosamal 40S
CTRG_04698 ATP1 ATP sintasa
CTRG_00125 ATP sintasa
CTRG_01460 CDC19 Piruvato quinasa
CTRG_02678 CEF3/TEF3 Factor de elongacién 3
CTRG_05018 CYP1 Peptidil-prolil cis-trans isomerasa
CTRG_01315 EFT2 Factor de elongacion 2
CTRG 04184 ENO1 Enolasa 1
CTRG_02501 Sintasa de &cidos grasos
CTRG_00211 FBA1 Fructosa-bisfosfato aldolasa
CTRG_03660 GND1 Posible 6-fosfogluconato dehidrogenasa
CTRG_00613 HSP60 Proteina de chogue término 60K
CTRG_ 01722 HSP70 Proteina de choque término 70K
CTRG _05008 HSP90 Proteina de choque término 90K
CTRG_00414 HXK2 Hexokinasa Il
CTRG_01890 Componente de eisosomas
CTRG_00928 MET6 Homocisteina metiltransferasa
CTRG_02093 Manoproteina de 65K
CTRG_04273 MSI3 Proteina de choque término
CTRG_02289 Proteina ribosomal
CTRG_02906 Proteina ribosomal
CTRG_04344 Proteina ribosomal
CTRG_02361 Piruvato descarboxilasa
CTRG_02937 Fosfoglicerato quinasa
CTRG_05722 ATPasa de membrana plasmatica
CTRG_04652 Proteina ribosomal
CTRG_02392 Proteina ribosomal
CTRG_02534 Proteina ribosomal
CTRG_00197 Proteina ribosomal
CTRG_03686 Proteina ribosomal
CTRG_05035 Proteina ribosomal
CTRG_02516 Proteina ribosomal
CTRG_04885 Proteina ribosomal

RPS0O RPSO/YST1 Proteina ribosomal
CTRG_04231 Proteina ribosomal
CTRG_00520 Proteina ribosomal
CTRG 04461 Proteina ribosomal
CTRG_02165 Proteina ribosomal
CTRG_01546 Proteina ribosomal
CTRG_06049 Adenosilhomaocisteinasa
CTRG_03109 Proteina de choque térmico
CTRG_01722 Proteina de choque térmico
CTRG_00726 Transaldolasa
CTRG_05666 Gliceraldehido-3 -fosfato dehidrogenasa
CTRG _01833 Factor de elongacion de la traduccién 1-alfa
CTRG_04436 Factor de iniciacién
CTRG_03172 Transcetolasa 1
CTRG_05608 Triosa fosfato isomerasa
CTRG 05975 Nucleosido difosfato quinasa
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Los colores de las proteinas corresponden a la clasificacion en
categorias que se indica en la tabla 19.

Finalmente con el objetivo de analizar de manera global el experimento del surfoma de
las especies no-albicans se construyd la Tabla 23 donde podemos observar las proteinas
identificadas en las 3 especies en cada una de las categorias analizadas. (Tabla 23). El

analisis de dicha tabla con el objetivo de seleccionar posibles candidatos de marcadores
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panfingicos revel6 las siguientes proteinas de interés que han sido identificadas en
todos los experimentos realizados en el presente trabajo: Mp65, Cef3, Enol, Hsp90,
Pdcll1, Pgkl, Rpl12, Rps7a, Ssbl, Tdh3, Ystl, Cypl, Tall y Actl (sefaladas en
azul en la Tabla 23) y otras proteinas que fueron identificadas en por lo menos 2 de las
4 especies de Candida spp estudiadas en este trabajo (sefialadas en rojo en la Tabla
23).

Tabla 23. Perfil de la proteinas identificadas después de la digestiéon sobre
célula viva de levaduras de C. parapsilosis, C. glabrata y C. tropicalis, en
relacion a las proteinas ortélogas en C. albicans.

C. glabrata C_ parapsilosis C_tropicalis
: o
CATEGORIAS N°de | GENESORTOLOGOSENC.| N°de |GENESORTOLOGOSEN :,t;‘:‘ GENES ORTOLOGOSEN C.
Proteinas albicans SC5314 Proteinas | C. albicans SC5314 . albicans SC5314
M S * G =
Anclaje GPI o o 3 CHT2, CRH11*, ECM33 [” 0 m o
SRB1, PMM1, MP65, BGL2, GPD2, MP65,
SRB1,TMA19. 5 PIR1, YWP1. 1 MP65
BMH1.1, BMH1.2, CEF3, | ATP1, CEF3, ENO1,
ENO1,GPM1, HSP90, HSP90, KAR2, PDC11, ATP1, CDC19, CEF3, ENO1,
INO1, PDC11, PGK1, PIL1, PGK1,PIL1, RPL12, GND1, HSP70, HSP90,
SUnerfidereluar RPL12, RPL17B, RPL18, RPL4B, RPL5, RPS21, 50 |MET6,MSI3, PDC11, PGK1,
P RPL3, RPL4B, RPLS, RPS1, RPS6A, RPS7A, RPS8A, RPL10, RPL12, RPL1S,
RPS6A, RPS7A, RPS8A, SAM2, SSA2, SSB1, RPL4B, RPS7A, SSB1, S5C1,
SAM2, SSA2, SSB1, TDH3. SSC1, TDH3. TDH3, TKL1.
VS, EFBL, IPPL, AHPL, | | Acot, ATP2, EFT2,
Inmunogénicas EFT2, SAH1, TEF1, PGI1, s FBA1, MSI3, TEF1,TIF, - ACOl'YE:Tle’HF::zl’ RE0,
8 TPI1, FBAL, YST1, CDC19. YST1. . g
ADHZ, PST3. I‘] o I 5 \” o MI >
FAS2, HSP12, LSP1, ALD5/ ALD99, FAS2,
BASL, GEKLEMAL . 5 0rf19.3932, PDB1. 4 PMALTPIL,
5 > ASC1, WH11. i el
CIT1, CYP1, HSP104,
Biofilms ADEL.CYRL TALL, 5 MCR1, TALL. 7 CYP1, TALL.
Condicionesde “ A l
0
Estrés HSP60 [ 0 0 1 HSP60
ACT1 1 ACT1 1 ACT1
ASN1, RPS3, SSZ1,
0rf19.3037, ARO3,
0rf19.2478.1, orf19.3354, 4 LAT;;,‘L’;lizggl'l' 1 TIF1
0rf19.5943.1. 4 :
0rf19.410.3, ECM4, CDC48,0rf19.5943.1, ALSZ,MNSEA AR L
Solo identificadas RPS23A, RPL8B, RPS3,
RPL23A, 0rf19.4601, PMAL,RPL23A,
wh |rps178, GPD1, orf19.6147 g RPS17B RN (555545, MKt (RERS, RERD,
Candida spp & ! ’ 1 i RPL20B, LSP1.

0 5 | 0 3 L 0

[ Total | '

Las proteinas en azul se encuentras en las 4 especies de Candida, incluyendo a C. albicans, y las que
aparecen en rojo se encuentran en por lo menos 2 especies y C. albicans. Las proteinas naranja estan
compartidas en 2 especies de Candida spp *CRH11, identificada con 1 péptido que fue validado.
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6.3. ESTUDIO DE LA UTILIDAD CLINICA DE LAS PROTEINAS DE LA
PARED CELULAR DE C. albicans Ecm33 Y Bgl2

6.3.1. ESTUDIO DE LA UTILIDAD CLINICA DE LA PROTEINA Ecm33 DE C. albicans.

Al analizar las proteinas identificadas en el presente trabajo en la categoria con
mayor jerarquia de nuestro estudio, la de proteinas con anclaje tipo GPI, se observa
que Ecm33 se identifica en todas las condiciones experimentales, con varios
péptidos, entre 3 y 7. Esta es una proteina que por sus caracteristicas fisico-quimicas
no es facil detectarla en las aproximaciones protedmicas basadas en geles de 2D. Sin
embargo en la estrategia desarrollada en el presente trabajo es reiterativamente
identificada y, por lo tanto, una buena candidata para estudiar su posible utilidad en
el diagndstico y/o prevencion de la candidiasis invasiva. Ademas, nuestro grupo de
investigacion es pionero en el estudio de su relevancia en la formacion de la pared
celular tanto en C. albicans como en S. cerevisiae y en la patogénesis de la
candidiasis. Por ello, decidimos continuar el trabajo con esta proteina. Los aspectos
estudiados de Ecm33 fueron: su papel en la biogénesis de la pared celular, su
expresion de forma heterdloga y su posterior purificacién para ser evaluada como

posible vacuna y como diana diagnéstica.

26.3.1.1. ESTUDIO DE LA IMPLICACION DE LA PROTEINA Ecm33 EN LA BIOGENESIS DE LA
: PARED CELULAR

En primer lugar se propuso estudiar la implicacién de Ecm33p en la sintesis y
organizacion de la pared celular, teniendo en cuenta que nuestro grupo ya habia
descrito su implicacion en la arquitectura de la pared celular, lo que unido a la
disminucidn de la capacidad patogénica del mutante (Martinez-Lépez R; et al 2004)
la convertiria en una buena candidata para el disefio de nuevos antifingicos. Por
estos motivos estudiamos la implicacion de la proteina en la biogénesis de la pared
celular, evaluando la capacidad de regeneracion de la pared celular de protoplastos
de la cepa mutante RMLU2 (ecm334/ecm33A). Para ello, las paredes celulares
fueron eliminadas mediante digestion con Glusulasa y los protoplastos obtenidos
fueron incubados en medio Lee suplementado con aminoacidos y sorbitol 1M donde
se evalud el proceso de regeneracién de la pared celular a tiempos de 0, 3 y 24
horas. Para realizar este estudio se utilizaron dos metodologias, en primer lugar se
midioé la fragilidad osmética de los protoplastos en proceso de regeneracion y en

segundo lugar se utilizé la microscopia electrénica de barrido.
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A. Estudio de la fragilidad osmética de protoplastos a diferentes tiempos de

regeneracion.

Se realizaron 3 experimentos independientes. Tras mantener los protoplastos de la
cepa mutante y cepa control 3h y 24h en condiciones de regeneracion, se comprobo
su fragilidad osmética resuspendiendo la mitad de la muestra en una solucién de PBS
y la otra mitad en una solucién PBS-sorbitol 1M, como control del nimero de células.
A continuacion se sembraron los protoplastos en superficie de placas de YPD
suplementadas con sorbitol 1M, se incubaron a 30°C, 48 horas y posteriormente se
realizé el recuento de las unidades formadoras de colonia para cada uno de los

tiempos de regeneracion.

Los resultados mostraron diferencias importantes entre ambas cepas a partir de las 3
horas de regeneracién. A este tiempo se observd que la cepa silvestre ya habia
logrado regenerar la pared en un 52% mientras que la cepa mutante solo ha logrado
regenerar en un 10.81% de células. A las 24 horas de regeneracién continda una
diferencia importante en la capacidad regenerativa de las dos cepas de C. albicans:
la cepa RML2U (mutante ecm33A) solo es capaz de regenerar su pared celular en un
32% de las células, en contraste a la cepa silvestre SC5314 en la cual un 98% de las
células regeneran la pared celular (Figura 25). Estos resultados muestran una clara
deficiencia de la cepa mutante ecm33A en la capacidad de la sintesis o ensamblaje

de los componentes de la pared celular.

98,24%

100%

75%

50% %

0% < » 24h
SC5314 RML2U

Figura 26: Capacidad de regeneracion de la pared celular de protoplastos de
C. albicans de las cepas SC5314 y RMLU2 (ecm33A).
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B. Microscopia electrénica de barrido de protoplastos en regeneracion.

El proceso de regeneracion de los protoplastos fue registrado en imagenes obtenidas
por microscopia electronica de barrido. Para ello se puso a punto un protocolo en que
uno de los puntos importantes fue la utilizacidon dedos proceso de fijacién: un primer
paso con permanganato de potasio preparado en una solucién con Sorbitol 1 M y un
segundo paso con tetradxido de osmio, todo esto con el fin de evitar que los
protoplastos se rompieran en la obtencién del punto critico, en el cual se intercambia
etanol al 100% por CO..

Al observar el proceso de regeneracion de la cepa silvestre SC5314, observamos que
a los 30min de regeneracion aproximadamente el 90% de protoplastos ya han
iniciado el proceso de regeneracion con la produccion, posiblemente de las primera
fibras de B-1,3-glucano (Osumi 1998); a las 3 horas, en varias células ya se observa
una pared celular integra, incluso se ha iniciado el proceso de producciéon de tubo
germinal en algunas de ellas; y a las 24 horas de regeneraciéon se observan células
de forma ovoide tipica de las levaduras y dependiente de la formacién de la pared
celular”, incluso se observa que varias células ya han iniciado el ciclo de gemacién
obteniéndose células hijas posteriores al proceso de regeneracién de la pared celular.
También se observan polimeros extracelulares indicativos de que las células
provienen de un proceso de regeneracion de la pared que se ha descrito
anteriormente como un proceso “sucio”. La cepa mutante RMLU2 presenta
importantes diferencia desde el inicio del proceso. En primer lugar, la obtencién en si
de los protoplastos no es homogénea, de hecho en ocasiones se encuentran células
en las cuales aparentemente no se consigue la digestion completa de la pared
celular. A los 30 min de regeneracion es muy dificil encontrar células que aguanten el
procesamiento necesario para la microscopia de barrido, y cuando se consigue
observar células al microscopio corresponden a aglomeraciones celulares en la que
no se distinguen bien lo protoplastos de algunas células en la que se observan
filamentos incipientes de B-1,3-glucano; a las 3 horas de regeneracion se observan
algunas células en la cuales es clara la formacion de las fibras de B-1,3-glucano, lo
que corresponderia al proceso que se observa en la cepa silvestre a los 30 min de
regeneracion; y a las 24 horas de regeneracion ya se observan algunas células que
han conseguido la formacién completa de la pared celular, y otras donde que
Unicamente consiguieron la formacién de las primeras fibras de p-1,3-glucano (Figura
26).
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Estos resultados muestran que las células de la cepa mutante poseen un retraso de
aproximadamente 3 horas, ya que en la cepa silvestre a los 30min ya se observa el
inicio de la sintesis de las primeras fibras, posiblemente de B-1,3-glucano (Osumi
1998). Adicionalmente corroboran los datos obtenidos en la evaluacién de la
fragilidad osmotica que en los que en solo el 33% de células consiguen regenerar
completamente la pared celular indicando la incapacidad de la cepa mutante de
recuperarse y no lisarse en soluciones hipoténicas, lo que demuestra la no

construcciéon o construcciéon incompleta de la pared celular.

Con los resultados obtenidos podemos decir que la ausencia de la proteina con

anclaje tipo GPI Ecm33 impide la correcta formacion de la pared celular.
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24 h

SC5314

RML2U
(SC5314
AECM33)

Figura 27: Fotos de microscopia electronica de barrido de protoplastos de C. albicans de la cepa silvestre SC5314 y el mutante
ecm33A en proceso de regeneracion de la pared celular.
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16.3.1.2. EXPRESION Y PURIFICACION DE LA PROTEINA ECM33P

A. Expresion de Ecm33p en un sistema libre de células:

Se utilizé el sistema libre de células RTS 500 proteomaster E. coli comercializado
por ROCHE. Esta estrategia metodoldgica esta descrita desde 1961 por (Nirenberg,
Matthaei et al. 1963) y se fundamenta en el uso de un lisado celular de E. coli que
contiene los ribosomas y la maquinaria suficiente para la traduccidn y transcripcion
de proteinas y, que a pesar de que no se obtienen modificaciones post-
traduccionales como las glicosilaciones, es un sistema rapido y adecuado de

expresion de proteinas.

Se partié del DNA gendmico de C. albicans SC5314 en el cual se amplifico la region
correspondiente a Ecm33 que se clon6é en pGEN-T easy. A esta construccion se le
realizaron dos inserciones, una el promotor T7 y una etiqueta de histidinas en el
amino terminal. Tras la expresion de la proteina in-vitro esta se purificd por medio
de HPLC mediante el uso de columnas de niquel, se eluyé con un gradiente de
imidazol del 0 al 100% y se comprobd que la proteina Ecm33 eluia en la zona del
40 y el 60% de imidazol (Figura 27). Con esta proteina y la ayuda del Dr. Fernando
Vivanco se obtuvo un suero policlonal frente a Ecm33p. En la Figura 18 se muestra
el gel del producto de la purificacion y los respectivos western blot tanto con el

anticuerpo anti-His, como con el suero policlonal anti-ecm33.

A B C D

‘ Western blot:
Western-blot Cromatograma 4 k %
Anti-His HPL% SDS-PAGE antisuero policlonal

anti-ecm33(verde)
y anti-His (rojo)

Figura 27: Analisis de la expresion de Ecm33 recombinante en un sistema libre de células y
posterior purificacion con el uso de columnas de niquel acopladas a un sistema de HPLC. A.
Western blot frente al extracto crudo de la expresion de Ecm33. B. Cromatograma del HPLC.
C. SDS-PAGE de Ecm33 purificada. D. Western blot frente a la proteina purificada.
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26.3.1.3. EVALUACION DE Ecm33 COMO POSIBLE VACUNA CONTRA LA CANDIDIASIS
' SISTEMICA

Para este estudio se utilizaron 4 grupos (n=4) de ratones hembras BALB/c de 25
gramos de peso en los que se ensayaron 3 dosis de proteina Ecm33p (0.3, 3 y
30ug). Cada una de las dosis fue administrada 2 veces con 15 dias de diferencia por
via intraperitoneal. La primera dosis se administré con adyuvante completo de
Freud y la segunda con adyuvante incompleto. A los 15 dias de la segunda
inmunizaciéon se inocularon en la vena de la cola 5x10° células por mL de
C. albicans SC5314 (Figura 28).

5X105
céIuIasImL

BALB/c

Ecm33p
30pg/ml +adyuvante Ecm33p
s completo de O +adyuvante
3ug/mL ggrx Freud incompleto de
e Freud
0.3pg/mL
Dia1 Dia 16 Dia 63

Figura 28: Protocolo de vacunacién con la proteina heterdloga Ecm33

Los ratones fueron supervisados diariamente y se registrd la supervivencia hasta el
dia 30 post-infeccién. Los resultados obtenidos no muestran que la proteina ecm33
proteja contra la candidiasis invasiva ya que todos los ratones registraron signos de
infecciéon en sistema nervioso central (rigidez nucal). Sin embargo, los ratones
vacunados con la dosis de 3ug si que mostraron un retardo la muerte de entre 3 y

5 dias frente a los ratones sin vacunar (Figura 29).
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Figura 29: Porcentaje de supervivencia de ratones inmunizados con Ecm33p
recombinante, posterior infeccion intravenosa con C. albicans.

26.3.1.4. EVALUACION DE Ecm33 COMO POSIBLE MARCADOR BIOLOGICO PARA EL
: DIAGNOSTICO DE LA CANDIDIASIS SISTEMICA

La proteina Ecm33 recombinante se evalué como marcador diagndstico de
candidiasis invasiva en pacientes con hemocultivos positivos para levaduras del
género Candida. Para ello se utilizd western-blot. Los 14 sueros provenientes de los
pacientes con candidemia junto a 10 sueros de individuos sanos, se evaluaron
frente a 10pg de Ecm33p y se normalizaron frente a la sefial emitida con anti-his,
se realizaron 3 experimentos con la totalidad de los sueros en una dilucién 1/50, se
analizaron con el programa Oddysey. A los datos obtenidos se les realizo promedio
y desviacion estandar (Tabla 22). Con los datos de la poblacion de individuos sanos
se obtuvo un punto de corte. Este se obtuvo con el promedio de toda la poblaciéon
+/- 3 desviaciones estandar. Con este método se establecié que este punto de
corte para esta técnica es de 2.07-3.15 UA partir de este valor se establecieron los
individuos que dieron positivos y negativos para el test (Tabla 24). Con estos datos
se obtuvieron 6 valores diferentes que muestran el valor clinico del test. Estos
valores fueron, sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo, valor predictivo
negativo, Razon de verosimilitudes positiva, Razéon de verosimilitudes negativa
(Tabla 25). Con estos analisis obtuvimos una sensibilidad del 21%, una
especificidad del 60%, un valor predictivo positivo del 42%, un valor predictivo del

35%. Una razon de verisimilitud positiva del 0.21, y una razén de verisimilitud
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negativa del 1.31. La poblacion de estudio es pequefia y no tiene el valor
estadistico para dar inferencias definitivas, sin embargo podemos observar un

promedio de valores mas altos en la poblacién sana (Figura 30).

La medicién de anticuerpos anti-Ecm33 no tiene capacidad resolutiva para clasificar
en sanos y enfermos a la poblacion estudiada, siendo incapaz de separar las
poblaciones. Es probable que al aplicar el test a una poblacion estadisticamente
representativa se consiguiese la separacién de las poblaciones de individuos sanos

y con candidemia.

Tabla 24: Resultados en Unidades Arbitrarias de la medicion de
anticuerpos anti-Ecm33 recombinante, mediante Western blot, en sueros
de pacientes con candidemia e individuos sanos

Experimentos Valoracién
Candidemia Promedio Ds Punto de corte
1 2 3 =2,07-3,15
1 3,63 3,72 3,37 3,57 0,18 p
2 5,24 5,47 5,06 5,25 0,21 p
3 1,10 1,40 1,32 1,27 0,16 n
4 0,27 0,55 0,43 0,42 0,14 n
5 5,34 5,66 5,23 5,41 0,23 p
6 1,15 1,74 1,43 1,44 0,29 n
7 0,45 0,50 0,48 0,47 0,03 n
8 0,81 0,97 0,94 0,90 0,08 n
9 1,22 1,64 1,31 1,39 0,22 n
10 0,95 0,82 1,00 0,92 0,09 n
11 1,09 0,82 1,16 1,02 0,18 n
12 0,97 0,79 0,98 0,91 0,11 n
13 0,70 0,61 0,68 0,66 0,04 n
14 1,33 1,05 1,45 1,28 0,20 n
1 0,92 0,99 0,98 0,96 0,04 n
2 6,21 7,47 6,14 6,61 0,75 o]
3 2,25 1,92 2,05 2,07 0,17 n
4 2,05 2,15 1,87 2,02 0,14 n
5 0,61 0,75 0,51 0,62 0,12 n
6 0,22 0,14 0,24 0,20 0,05 n
7 4,61 4,75 4,74 4,70 0,08 p
8 1,04 1,26 0,97 1,09 0,15 n
9 3,78 4,00 3,71 3,83 0,15 p
10 4,10 3,80 4,02 3,97 0,15 o]
Promedio 2,61 0,18
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Tabla 25: Distribucion de resultados positivos y negativos del test para la
medicion de anticuerpos anti-Ecm33 en sueros de pacientes con
candidemia e individuos sanos

Resultado
Anticuerpos Candidemia Sanos Total
anti-Ecm33
Positivo 3 (VP) 4 (FP) 7
Negativo 11 (FN) 6 (VN) 17
Total 14 10 24

VP: verdadero positivo, FN: falso negativo, FP: falso positivo, VN: verdadero

negativo
a-His
Suero
14
12
10
8 Positivo
UA
6
4 +
— " 2.07-3.14 UA
. g Negativo
" 123 456 7 891011121314 2345678910 v 9
Candidemia Suero E
Policlonal
1T 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 4
a-His
Suero

Figura 30. Niveles de anticuerpos anti-Ecm33 en sueros de pacientes con
candidemia y en individuos sanos. Valores de la intensidad de fluorescencia frente
a Ecm33 normalizados frente al valor de fluorescencia obtenida con anticuerpos
anti-His.
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6.3.2. ESTUDIO DE LA UTILIDAD CLINICA DE LA PROTEINA
B—1,3-GLUCOSILTRANSFERASA (BglP) DE C. albicans

Al analizar las proteinas identificadas en el estudio de las proteinas de la superficie
de levaduras e hifas de C. albicans y en otras especies de Candida spp, la segunda
categoria propuesta en este estudio fue la de proteinas implicadas en la biogénesis
y mantenimiento de la pared celular. La pB-1,3-gluconosiltrasferasa Bgl2 se
identificd en todas las condiciones experimentales, con entre 3 y 8 péptidos. Es una
proteina que en estudios anteriores nuestro grupo utilizando productos de secrecion
de protoplastos ha sido identificada y relacionada con una alta inmunogenicidad al
ser evaluada con sueros de pacientes con candidiasis invasivas (Pitarch et al/ 2006).
Se decidié continuar el trabajo con esta proteina. Esta proteina se expresé y
purific6 mediante 2 sistemas diferentes y, posteriormente, se evalué su utilidad

como posible vacuna y como diana diagnostica.

26.3.2.1. EXPRESION HETEROLOGA DE LA PROTEINA Bgl2 EN LA LEVADURA
E Pichia pastoris

Puesto que la forma nativa de Bgl2 tiene modificaciones post-traduccionales (N-
glicosilacion) se decidié utilizar la levadura P. pastoris como sistema de expresion.
Esto implica que la proteina recombinante es secretada via reticulo endoplasmatico
y Golgi, lo cual permite que experimente modificaciones post-traduccionales y que
el plegamiento sea mas parecido al de la proteina nativa. Se disefié un sistema de
expresion en el cual la proteina recombinante se secretaba al medio de cultivo y
que se realizd mediante los siguientes pasos: (1) clonacion del gen BGL2 en el
vector de expresion pPic9; (2) transformacion de la cepa GS515 consiguiendo la
integracion de la construccion pPic9Bgl-2 en el genoma de P. pastoris; (3) seleccion
del clon4 mut* que expresa Bgl-2 bajo el promotor de la enzima alcohol oxidasa
AOX1 mediante la evaluacién de la expresién de Bgl2 en medio BY con la induccién
con metanol (4) verificacidn genética que se realizd tanto comprobando la correcta
insercion de BGL2 en el genoma del clon4 mut*, como secuenciado el gen BGL2
integrado para comprobar que su secuencia era correcta; (5) y determinacion de
las condiciones de cultivo para conseguir el mejor rendimiento de la expresion de
Bgl2. Esta condiciones iddéneas fueron: cultivo en medio BY, induciendo la expresion
de la proteina con 0.8 mL de metanol diariamente durante 4 dias. La purificacion se
realizé utilizando una columna de fase reversa que se eluyé mediante un gradiente

de hidrofobicidad con acetonitrilo (Figura 31).
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Figura 31: SDS-PAGE de Bgl2 recombinante expresada en P. pastoris y
purificada utilizando FPLC.

El rendimiento de expresién que se obtuvo fue bajo. Aproximadamente de 6 litros
de medio de cultivo se obtuvieron 300ug de proteina purificada en 1mL. Con esta
proteina se obtuvo un suero policlonal en conejo en el laboratorio del Dr. Fernando
Vivanco. Esta proteina fue la que se evalud en el modelo de vacunacion de los

ratones con candidiasis invasiva.

26.3.2.2. EVALUACION DE Bgl2 COMO POSIBLE VACUNA CONTRA LA CANDIDIASIS
: SISTEMICA

Para este estudio, se tomaron 7 grupos (n=10) de ratones hembras BALB/c de 25
gramos de peso, se ensayaron 5 dosis de proteina (0.003, 0.03 0.3, 3y 30ug) y 2
grupos control (candidemia y adyuvante). El protocolo de inmunizacion que se
utilizé fue: administracion por via intraperitoneal con dos dosis. La primera
inmunizacion se administré con adyuvante completo de Freund y la segunda con
adyuvante incompleto. Las dosis se administraron con 15 dias de diferencia. A los
15 dias de la segunda inmunizacidn se infectaron los ratones con 5x10° células en
0.5 mL de C. albicans en la vena central de la cola (Figura 32). Los ratones fueron
supervisados diariamente y se registré la supervivencia hasta el dia 30 post-
infeccion. Los resultados obtenidos muestran que la proteina Bgl2 a la

concentracion de 0.3ug/mL protege al 25% de la poblaciéon de ratones contra la
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candidiasis invasiva (Figura 33). En la concentracion de 3 mg también sobrevivio un

raton lo que corresponde a un 10%.

Sacrificio de 2

ratones por 5X105
d05|s' de células/mL
proteinas
Va9
BALB/c - 105
30pg/mL gi2p
L . », *adyuvante Bgl2p
Spgim 45 completo de +adyuvante
0.3pg/mL X10 }&2@ Freud O incompleto de
. Freud
0.03pg/mL .
0.003ugimL  Dia1 Dia 16 Dia 63

Figura 32: Protocolo de inmunizacion con Bgl2 heterdloga.

100 E88888
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Q
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£ 60 =3 g
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w
) e===0,03 pg
X 40 ; wsie=0,003 pg
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Figura 33: Porcentaje de supervivencia de ratones inmunizados con Bgl2
recombinante, pos-infeccion intravenosa con C. albicans

Al terminar el protocolo de vacunacion, se sacrificaron 2 ratones de cada dosis de
proteina, se realizaron pools de los sueros provenientes de cada dosis y se
evaluaron por western-blot frente a Bgl2, utilizando la misma proteina expresada
en P. pastoris. Los resultados mostraron un efecto dosis respuesta en los niveles de
anticuerpos detectados; a medida que aumenta la dosis aumenta la cantidad de
anticuerpos. Los ratones que sobrevivieron, se sacrificaron al dia 45 post-infeccion
para evaluar el nivel de anticuerpos, observandose que en estos ratones la
intensidad de fluorescencia de los anticuerpos era mayor al resto de animales
(Figura 34).
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B. Suero
Policloclonal
anti-Bgl2p

A. Nivel de anticuerpos anti-Bgl2 antes de la
infeccion con C. albicans
MP
200

150
100
75
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C. Supervivientes

Figura 34: A. Western-blot del pool de 2 sueros de ratones obtenidos el dia 31
después de iniciada la vacunacién con cada una de las dosis de Bgl2 y sacrificados
antes de la infeccion intravenosa con C. albicans. B. Western-blot de la proteina
con suero policlonal anti Bgl2. C. Western blot de los sueros de los 3 ratones
supervivientes a la infeccion de C. albicans
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16.3.2.3. EXPRESION DE LA PROTEINA Bgl2 EN UN SISTEMA COMERCIAL LIBRE DE
: CELULAS

Se utilizé el mismo sistema que en el caso de Ecm33p. Se partié del plasmido
pGEM®T Easy_Bgl2. A esta construccion se le afiadié el promotor T7 y una etiqueta
de hemoaglutinina en el extremo carboxi-terminal. Luego se evalud la expresion
con el kit RTS 100 proteomaster en pequefia escala en el termociclador, y tras
comprobar su expresion, se utilizé el kit RTS 500 en el equipo Proteomaster.
Posteriormente, se purificd por medio de inmunoprecipitacion con anticuerpos anti-
HA unidos a bolitas magnéticas (Dynabeads®) (Figura 35). Todo el procedimiento
fue estandarizado teniendo en cuenta la titulacion de la cantidad de bolitas
magnéticas utilizada con relacién a la cantidad de anticuerpo y finalmente del
volumen de extracto crudo de expresidén a inmunoprecipitar. En la Figura 18, se
muestra el gel con el producto de la purificacion de Bgl2p y los respectivos western

tanto con el anticuerpo anti-HA, como con el suero policlonal anti-Bgl2.

I Producto de la Inmunoprecipitacion con Anti-HA

adena pesada
Ac- anti HA

Cadena liviana
Acanti-HA

{IBg12 |

Py

CA1541|CaBGL21 Mass: 33863 Score: 48 Expect: 0.1 Matches: §

f { endo-beta-1,3-glucanase (by homology)
| Observed | Mrlempt) | Mricalo) ppm | Start  Epd | Miss | Ions | Peptide
1046.4822 ;| 1045.4749 ' 1045.4539 ¢ 20.1 301 ; 308 1 === | K.YSIDCKEN. -
1267.6521 | 1266.6448 | 1266.6972 - 113 | 123 0 === K.IFLVGSEALYR.E
41.35
1267.6521 | 1266.6448 7 1266.6972 - 113 1 123 0 28 : K.IFLVGSEALYR.E
41.35
1485.7224: 1484.7151 ; 1484.7035; 7.83 37 43 0 --- , K.DVSTFEGDLDFIK. S
24123174 241003101 241102884 T 21s T I s 1 == UK I FLVCSEALYREDUIASELASKIT

Figura 35: I. Analisis de la expresion y purificacion de Bgl2 recombinante en un sistema
libre de células. (a) Western-blot de 5ul de extracto crudo de la expresion de Bgl2,
detectado con Ac anti-HA (verde). En b, ¢ y d se utilizo el producto de la
inmunoprecipitacion con bolitas magnéticas recubiertas de Ac-anti-HA: (b) electroforesis
SDS-PAGE, (c) western-blot revelado con anti-HA (d) Western- blot revelado con anti-HA
(verde) y suero policlonal anti-Bgl2 (rojo). II. Resultado de la identificacion de Bgl2
mediante espectrometria de masas,.
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Mediante este sistema se obtuvieron 3 mg de proteina, su identidad se confirmo
mediante western-blot con el uso del suero policlonal anti-Bgl2 y por medio de
espectrometria de masas MALDI TOF-TOF. Posteriormente se purific6 mediante
inmunoprecipitacién, pero se tuvieron dificultades a la hora de eluir la proteina del
complejo inmune. Se evaluaron 6 tampones distintos: urea 8M, glicerol 2.5% pH
2.5, tampén fosfato pH:2.0, dietilamina 0.75M pH 10, SDS 10%, y solo se
consiguio eluir con la utilizaciéon del tampdn de carga de geles de proteinas SDS-

PAGE con posterior ebullicién durante 5min.

3.3.2.4 Evaluacion de Bgl2p como posible marcador biolégico para el

diagnostico de la candidiasis sistémica.

El producto de la inmunoprecipitacion, el complejo inmune Bgl2-anti-HA, fue
separado mediante SDS-PAGE y transferido a una membrana de nylon. Sobre esta
membrana se pusieron a punto las condiciones éptimas de visualizacion de la Bgl2p
con el suero policlonal anti-Bgl2 de conejo.. El paso siguiente fue evaluar los 14
sueros provenientes de pacientes con candidemia (en 4 diluciones independientes
1/100, 1/1000, 1/10.000, 1/100.000) y 10 sueros provenientes de individuos
sanos, frente a 0.5ug de proteina. No se consiguid ver reacciones positivas de los
sueros de enfermos con candidemia frente a la proteina. En todo los casos después
de incubar con el suero problema y de tomar imagenes, se confirmd la presencia de
la proteina con el anticuerpo anti-HA que siempre mostrd un resultado positivo.
Uno delos motivos mas probables para la falta de sefial frente a Bgl2 en los sueros
evaluados es que la cantidad de proteina esté por debajo del limite de deteccidn.
Como se muestra en la Figura 35 en los paneles b y d, la banda correspondiente a
Bgl2 es considerablemente menos intensa en el gel de SDS_PAGE que las bandas
correspondientes al anticuerpo con el que se inmunoprecipitd. Otra razones posibles

también son consideradas y seran tratadas en la discusion.
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7. DISCUSION

Este trabajo se basa principalmente en la realizacién de un estudio global del
proteoma superficial de C. albicans y la seleccién de algunas de las proteinas
identificadas para comprobar su utilidad en el desarrollo de nuevos métodos de
diagndstico o como vacunas para las candidiasis invasivas. Para la identificacién de
las proteinas de superficie, tanto de las levaduras como de las hifas de C. albicans
inducidas en distintas condiciones de crecimiento (incluyendo condiciones que
simulan las fisioldgicas del ser humano al suplementar el medio con suero), se
utilizd una aproximacién protedmica que consiste en el afeitado de la superficie
celular mediante la digestién de la célula entera con tripsina e identificacién de los
péptidos obtenidos mediante MS. De esta forma, se identificaron 938 posibles
proteinas de la superficie celular de levaduras o hifas de C. albicans. Ademas, se
realiz6 un estudio protedmico preliminar de la superficie celular desde otras
especies de Candida con importancia clinica, C. glabrata, C. parapsilosis y C.
tropicalis. De las proteinas identificadas en estas especies de Candida-no albicans,
el 70% de son proteinas homadlogas a las identificadas previamente en C. albicans.
Esta aproximacion es cualitativa, sin embargo el nimero de péptidos con el cual se
identifica cada proteina estd directamente relacionado tanto con su proporcidn
relativa en la superficie de las células como con la accesibilidad de la tripsina a
dicha proteina. Por este motivo, el nimero de péptidos identificados en cada
proteina proporciona una idea de su abundancia relativa frente a otras de la
superficie celular de C. albicans. Sin embargo, hay que tener en cuenta que
mientras los datos de nimero de péptidos obtenidos de la superficie de levaduras y
de hifas obtenidas en medio Lee podrian ser comparables, los obtenidos de la
superficie de hifas estimuladas con suero humano no lo son; ya que en esta Ultima
condicién las proteinas del suero se unen a la superficie celular modificando tanto la
proporcion relativa de las distintas proteinas como la accesibilidad que éstas
presentan a la tripsina. Teniendo en cuenta todas estas consideraciones, en este
trabajo se consideraron proteinas correctamente identificadas aquellas a las que se
le asignaba 1 péptido en 3 réplicas bioldgicas, 2 péptidos en 2 réplicas bioldgicas o
por lo menos 3 péptidos cuando solo se identificaron en una réplica bioldgica. Las
proteinas identificadas con 3 o mas péptidos en las 3 réplicas bioldgicas analizadas
se consideraron abundantes. A continuacion en los comentarios referentes a cada
proteina identificada se relacionan las proporciones relativas de los péptidos con la
abundancia de las proteinas identificadas en cada una de las condiciones

estudiadas.
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Finalmente, se seleccionaron dos de estas proteinas, Bgl2 y Ecm33, y se evalud su
posible eficacia tanto para su utilizacion como vacunas en un modelo de infeccién
sistémica en ratdn, como para su uso como marcadores de diagndstico de
candidiasis sistémica detectando la presencia de anticuerpos frente a ellas en

sueros de pacientes con candidemia.

7.1. PROTEINAS CON ANCLAJE GPI QUE DEFINEN EL PERFIL
PROTEICO DE LA SUPERFICIE CELULAR DE LEVADURAS E
HIFAS DE C. albicans

La adaptacion morfoldgica que presenta C. albicans a las diferentes relaciones que
establece con el hospedador, como de comensal o de patdgeno oportunista, se ve
reflejada en los cambios globales que sufre la célula durante la transicién de
levadura a hifa (Heilmann, Sorgo et al. 2011). Numerosos trabajos han descrito
mecanismos moleculares por los cuales se rigen tales adaptaciones (Brown and
Gow 1999; Lee, Jun et al. 2005; Ebanks, Chisholm et al. 2006; Martinez-Gomariz,
Perumal et al. 2009; Han, Cannon et al. 2011; Monteoliva, Martinez-Lopez et al.
2011). En estudios recientes de la pared celular mediante abordajes protedmicos
cuantitativos, se describen los perfiles protedmicos que diferencian las levaduras de
las hifas y aquellas proteinas constitutivas de las dos formas celulares (Sosinska, de
Koning et al. 2011; Heilmann, Sorgo et al. 2012). En el presente trabajo,
detectamos los cambios en el perfil protedmico que presenta el hongo en la
superficie celular de levaduras e hifas en medio sintético con mayor sensibilidad
que los trabajos anteriores, ademas de analizar por primera vez la superficie de las

hifas en contacto con suero humano.

En total se identificaron 938 posibles proteinas de la superficie celular en levaduras
e hifas de C. albicans. Entre ellas se consiguio identificar 31 proteinas con anclaje
GPI, ademas de otras 48 proteinas implicadas en la biogénesis y mantenimiento de
la pared celular. Estos datos validan la aproximacién proteémica empleada en este
trabajo, teniendo en cuenta que corresponde al mayor nimero de proteinas con las
caracteristicas anteriormente descritas identificadas hasta la fecha, ya que trabajos
similares muestran un rango de entre 19 a 25 proteinas con dichas caracteristicas
(Castillo, Calvo et al. 2008; Sorgo, Heilmann et al. 2010). No solo el nimero de
proteinas es elevado, sino también la proporcion de proteinas identificadas de cada
familia de proteinas GPI con respecto a las todas las proteinas de estas familias

existentes en el genoma de C. albicans. Esto se deduce de la comparacion de
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nuestros datos experimentales con los datos in silico (proteinas de cada una de las

familias anotadas en la CGD) y que se muestra en la tabla 26.

Tabla 26 Comparacion de proteinas identificadas en este trabajo
pertenecientes a distintas familias con anclaje GPI con las proteinas de
dichas familias descritas en la base de datos Candida Genoma Database
(CGD).

Familias CGD/GPI Proteinas Identificadas en este trabajo COBERTURA
de . . SURFOMA
Proteinas NC v Verificadas No Caracterizadas /CGD
ALS 0 8 3 Als1,2y3 0 - 3/8
CHT 0 1 1 Cht2 0 - 1/1
CRH 0 2 1 Crh11/Csf4 0 - 1/2
DFG 0 1 1 Dfg5 0 - 1/1
EAP 0 1 1 Eapl 0 - 1/1
ECM 24 2 2 Ecm33, Ecm331 0 - 2/2
HYR 0 4 1 Hyr1l 0 - 1/4
_ Ihd1l /
IHD 1 o 0 1 Pga36 1/1
PHR 0 2 2 Phrl, Phr2 0 2/2
Pga4,3 10, 29, Pga36y

PGA 36 20 6 45,47 (Eap1)52,53 2 63 10/20

PLB 0 4 3 Pib3, PIb4.5,PIb5 0 - 3/4
Rbt1,4%,5, -

RBT 1 5 4 Rbt51/Pgal0 (1] 4/5
RHD 0 2 1 Rhd3/Pga29 0 - 1/2
SAP 2 2 2 Sap9, 10 0 - 2/2
UTR 0 1 1 Utr2 0 - 1/1
SSR 0 1 1 Ssril 0 - 1/1
SOD5 1 2 1 Sod5/Pga3 0 - 1/3
RBE* 0 1 1 Rbel/Pry2 0 - 1/1
31/57

*Proteinas de la nueva familia de proteina PRY, 3 miembros, relacionadas con patogenicidad. NC: no
caracterizado, V: verificado. CGD: Candida genome data base, GPI, anclaje glicofastidilinositol.

Debido a la relevancia de estas proteinas con anclaje GPI en la pared celular
fungica en la figura 36 se muestra un resumen de las proteinas con anclaje a GPI
relacionadas con cada una de las morfologias analizadas, tanto las descritas en la

literatura como las identificadas en este trabajo.
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Figura 36 Proteinas con anclaje GPI identificadas en la superficie celular
de levaduras e hifas y proteinas comunes de las dos morfologias de
C. albicans.

*Proteinas por primera vez identificadas mediante métodos protedmicos. En letra
negra, proteinas descritas en la literatura relacionadas con cada una de las
morfologias (Sosinska, de Koning et al. 2011; Heilmann, Sorgo et al. 2012). En
letra morada, proteinas propuestas por los resultados obtenidos en el presente
trabajo.

A continuacion se comentara la relevancia de las proteinas de pared celular de
C. albicans identificadas en este trabajo relacionandolas no solo con la morfologia

celular sino también con su posible papel en la interaccidén con el hospedador.

7.1.1. PROTEINAS GPI IDENTIFICADAS EN LEVADURAS

Heilmann y colaboradores proponen a las proteinas Rhd3, Ywpl y Sod4 como
indicativos de crecimiento de la levadura, de las cuales (Heilmann, Sorgo et al.
2012). En el presente trabajo se identificaron Rhd3 y Ywp1l. Sin embargo, la
proteina Rhd3 se ha identificado en la superficie tanto de levaduras como de hifas
con un promedio de 3.5 péptidos sin mostrar variacion de abundancia entre las
diferentes morfologias al igual que en el trabajo publicado por Sosinska y
colaboradores donde la identifican tanto en pH bdasico como acido (Sosinska, de
Koning et al. 2011). Para Rhd3 no se ha descrito una funcién concreta, sin
embargo se ha observado su implicaciéon en la infeccion sistémica (de Boer, de

Groot et al. 2010) y se ha descrito en la cepa mutante una disminucion significativa
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del pB-1,3glucano lo que podria estar directamente relacionado con el
desenmascaramiento de morfotipo. Ywp1l no posee anclaje GPI, se ha descrito
implicada en la dispersion en el hospedador y en la induccion de (Wheeler and Fink
2006; Wheeler, Kombe et al. 2008) biofilms (Granger, Flenniken et al. 2005;
Heilmann, Sorgo et al. 2011). Adicionalmente, ha sido descrito un propéptido de
Ywp1l que podria ser (til para fines de diagnostico (Granger, Flenniken et al. 2005).
Ywp1 se ha identificado con un promedio de 3.5 péptidos en fase levaduriforme y
con un solo péptido en forma de hifa. Lo cual apoyaria una presencia preferente en

el surfoma celular de las levaduras. Sod4 no fue identificada en nuestro estudio.

Es interesante la identificacién de dos proteinas con anclaje GPI Unicamente en la
superficie celular de levaduras: Em331 y Als2. Debido la forma de levadura es la
que utiliza Candida para diseminarse por el cuerpo humano y a que las levaduras
se obtuvieron a 37°C es posible que alguna de estas proteinas estén relacionadas

con la capacidad de colonizar.

La proteina Ecm331/Pstl, toma este nombre de Protoplast secreted protein ya
que su homadloga en S. cerevisiae fue identificada en un estudio protedmico pionero
en la identificacion de proteinas implicadas en la formacion de la pared celular de
levadura (Pardo, Monteoliva et al. 1999; Pardo, Ward et al. 2000). Dicho trabajo se
basé en la separacion por geles 2D de las proteinas secretadas al medio de cultivo
por protoplastos en condiciones de regeneracion de su pared celular. Pstl es una
proteina de la familia de Ecm33 que también es necesaria, tanto en S. cerevisiae
como en C. albicans, para la formacion de una pared celular adecuada (Martinez-
Lopez, Monteoliva et al. 2004; Pardo, Monteoliva et al. 2004) En C. albicans esta
proteina ha sido detectada in silico (De Groot, Hellingwerf et al. 2003) y se ha
estudiado la regulacién de su expresion (esta regulada negativamente por Becrlp y
Hogl (Nobile and Mitchell 2005; Enjalbert, Smith et al. 2006) y su localizacién
subcelular (se encuentra localizada tanto en la membrana como en la pared celular
(Mao, Zhang et al. 2008). Este es el primer trabajo que identifica esta proteina de
por espectrometria de masas en superficie celular y se detecté Unicamente en la

superficie de levadura, con un Unico péptido en todas las réplicas bioldgicas

La proteina Als2, también fue identificada Unicamente en el surfoma de las
levaduras C. albicans con un promedio de 3.3 péptidos. El gen ALS2 ha sido
descrito como un posible gen esencial, por la incapacidad de obtener un mutante
homocigdtico (Zhao, Oh et al. 2005). La expresion de Als2p no ha sido detectada

bajo condiciones basales de crecimiento in-vitro, 10 que sugiere que se requieren
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sefales in-vivo para su expresion (Hoyer, Payne et al. 1998). En nuestro trabajo,
se detectd en forma levaduriforme, cultivada en medio Lee durante 6 horas a 37°C,
lo cual podria ser la explicacion del logro de su identificacién. Otros trabajos
transcriptdmicos han observado, la induccién de su RNA con tratamiento con
ketoconazol (Liu, Lee et al. 2005), en protoplastos en regeneraciéon (Castillo,
Martinez et al. 2006), en concentraciones bajas de hierro (Lan, Rodarte et al. 2004)
y mas recientemente se detectdé una regulaciéon positiva de la expresiéon de este gen
en la formacién de biofilms, tanto en micro placas de silicona como in-vivo en
catéter subcutaneos en un modelo de ratas (Nobile, Schneider et al. 2008; Nailis,
Vandenbosch et al. 2010).

La fosfolipasa PLB4.5 no se identifico solamente en levaduras, pero si aparece
mucho mas abundante en esta morfologia: se detecté con un promedio de 16.5
péptidos lo que supone casi el doble que en hifas en medio Lee donde se identificd
con 9.5 péptidos. En hifas estimuladas con suero se detectaron 3 péptidos. En otros
trabajos, se ha descrito el aumento de la transcripcion de esta enzima lipolitica en
la fase blanca en comparacién con la fase opaca. Nuestra cepa presenta la fase

blanca, lo que facilitaria su identificacion (Lohse and Johnson 2010).

7.1.2. PROTEINAS GPI DONDE SU ABUNDANCIA ES INDEPENDIENTE DE LA
MORFOLOGIA CELULAR

En el trabajo de Heilmann y colaboradores en el 2011, se han identificado una serie
de proteinas tanto en levaduras como en hifas obtenidas con diferentes estimulos:
Cht2, Crh11l, Ecm33, Pga4, Phrl, Phr2, Ssrl1 Rbtl y Utr2. Estas proteinas, en
su mayoria, estan implicadas en el mantenimiento y remodelacién de la pared
celular (De Groot, de Boer et al. 2004; Heilmann, Sorgo et al. 2011). En el presente
trabajo ademas de dichas proteinas también se identificaron Als1, Ihd1l, Pga53,
Pga45, Sap9, Sap10, Rbt4, Rbt5, Rbel, Rhd3 (comentada en el apartado 5.3.1)
y Eap1l (comentada en el apartado 5.1). Este grupo de proteinas ademas de incluir
muchas que estan implicadas en la biogénesis de la pared celular, también incluye
algunas que estan estrechamente relacionadas con el proceso infeccioso de este
hongo. Todas estas proteinas se identificaron con una abundancia relativa de
péptidos estable entre las levaduras como en hifas. No obstante, se ha demostrado
que el proteoma de la pared celular puede verse afectado significativamente por
otros factores de estrés, o el tratamiento con azoles pudiendo variar la cantidad de
algunas de estas proteinas segun las condiciones (Sorgo, Heilmann et al. 2010). En

la tabla 27 se describe un resumen de la funcién bioldgica de cada una de ellas.
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Tabla 27 Proteinas con anclaje GPI donde su abundancia es independiente de la
morfologia de C. albicans.

Protine Af:tl\!ld_ad Funcién Blolog_lca y/o Hallazgos Rt
Bioldgica experimentales
Cht2 Mayor Quitinasa Remodelacion de la pared celular (Dunkler, Walther et al. 2005)
Crhi1 Mutantes sensibles al rojo Congo,
—_— i i , Pardini, De Groot et al. 2006
utr2 g el seE blanco de Calcoflior y SDS (Pardini : )
Funcién Implicada en el mantenimiento de la (Martinez-Lopez, Park et al.
estructural integridad de la pared celular 2006)
Ecm33 La vacunacién con la cepa mutante )
protege a los ratones de las candidiasis (Martmez-LopZ%zésl\;ombela etal.
invasiva
Glicosiltransferasa (Popolo and Vai 1999)
No es regulada por el pH (Sos'"Ska’Z%if)c.m'ng etal.
Pga4 Identificada en estudios protegmlcos (Castillo, Calvo et al. 2008)
en la pared celular de C. albicans
Identificada en estudios protedmicos (Cabezon, Llama-Palacios et al.
en la membrana celular de C. albicans 2009)
. (De Bernardis, Muhlschlegel et al.
pH alcalino 1998)

Entrecruzamiento de p-1,3 y B-1,6 (Fonzi 1999).

Phri glucanos
Se presenta en forma filamentosa (Kadosh and Johnson 2005)
Adhesidn e invasion tisular (Calderon, Zavrel et al. 2010)
. (De Bernardis, Muhlschlegel et al.
Phr2 pH acido 1998).
Funcion Asociada al B-glucano (Garcera, Martinez et al. 2003)
Ssri estructural
Identificada anteriormente en trabajos (Castillo, Calvo et al. 2008)
protedmicos de la pared celular (Sorgo, Heilmann et al. 2011)

Similar a Hwp1l e inducida en el cambio

P . B d Joh 2000).
fenotipico de levadura a hifa (Braun and Johnson )

Rbt1 La cepa mutante heterocigota tiene
. X (Braun and Johnson 2000).
virulencia atenuada
Alsi Adht_asin_a Cepa mutante disrr_1inucién en (Zhao, Oh et al. 2004)
constitutiva adherencia (Green, Zhao et al. 2005)
Biofilms (O'Connor, Lahiff et al. 2005)
Ihd1 Gen, especifico de hifas (Nantel, Dignard et al. 2002).
Regulacion positiva a pH alcalino (Shareck and Belhumeur 2011)
Posible gen esencial (Nobile, Nett et al. 2009)
Pga52 Identificada en estudios protedémicos (Cabezon, Llama-Palacios et al.
en la membrana celular de C. albicans 2009)
Expresion en hifas (Song, Cheon et al. 2008)
Pga45 L. e (Bonhomme, Chauvel et al.
Expresion en biofilms 2011)
Fosfolipasa Posible gen esencial (Nobile and Mitchell 2009)
Plb3 Expresién en biofilms (Bonhommgégl)auvel et al.
Dominio creM ere e o o, B0
Actula como receptor de hemoglobina (Weissman, Shemer et al. 2008)
Rbt5 Inducida por inanicién de hierro Sogi‘:snk’a'?%iagfosi Z/t'azl.oggé)s)
Expresion en ’Ia superficie celular (Weissman, Shemer et al. 2008)
proteina con GFP
Sap9 Asparil Mutantes muestran sensibilidad (Monod, Hube et al. 1998; Hube
It proteinasas alterada al rojo Congo y al blanco de and Naglik 2001)
Sap10 secretadas Calcofluor. (Albrecht, Felk et al. 2006)
Rbt4 Familia Repr_|m_|da por Tupl (Rohm, Lindemann et al. 2013)
Rbel CaPry Reprimida por Efgip

Las proteinas sefialadas en rojo, son discordantes con los datos de los trabajos referenciados.
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7.1.3. PROTEINAS CON ANCLAJE GPI PRESENTES EN LAS HIFAS

La relacién entre la forma filamentosa y el proceso patogénico de C. albicans ha
sido ampliamente demostrada (Lo, Kohler et al. 1997; Gow, Brown et al. 2002),
(Yang 2003; Mayer, Wilson et al. 2013). La expresidon de las distintas adhesinas y
enzimas liticas es una de las caracteristicas que diferencian el proteoma de las
levaduras y de las hifas. Estas se encuentran asociadas a la adhesidn, invasion vy al
dafio del tejido. En este trabajo se han identificado algunas adhesinas y enzimas
liticas, asi como otras proteinas asociadas con la virulencia, descritas anteriormente

como proteinas asociadas a las hifas estas son Als3, Hyr1, PIb5 y Sod5.

La adhesina Als3 (Hoyer, Payne et al. 1998; Nobile and Mitchell 2005; Nobile,
Andes et al. 2006; Argimon, Wishart et al. 2007; Sorgo, Heilmann et al. 2010), fue
identificada con un promedio de 9.5 péptidos en la forma de hifa, mientras que en
la forma de levadura, se identificé con un promedio de 1.33 péptidos (anexol). La
Exo-a-sialidasa Hyrl (Bailey, Feldmann et al. 1996) se identificé con un promedio
de 5 péptidos, tanto en hifas obtenidas en Lee, como en las estimuladas con suero
humano, y no se detectd en fase levaduriforme. Ha sido descrita su regulacion por
los factores de transcripcion Rfgip, Efgip, Nrglp, Tuplp, Cyrip, Bcrip, Hap43p vy
por otras proteinas implicadas en la transicion dimoérfica. (Kadosh and Johnson
2001; Leng, Lee et al. 2001; Sohn, Urban et al. 2003; Garcia-Sanchez, Mavor et al.
2005; Kadosh and Johnson 2005; Nobile, Andes et al. 2006) también ha sido
descrita su induccién en la formacién de biofilms, (Bonhomme, Chauvel et al.
2011). La fosfolipasa PIb5 (Theiss, Ishdorj et al. 2006) Unicamente fue identificada
en hifas estimuladas con suero humano con 1 péptido en las 3 réplicas bioldgicas y
la superdxido dismutasa Sod5, dependiente de cobre y zinc (Martchenko, Alarco et
al. 2004; Fradin, De Groot et al. 2005), fue identificada en hifas en medio Lee con 1
péptido en todas las réplicas y en hifas estimuladas con suero humano con un
promedio de 4 péptidos, mientras que en levaduras no se identificd. Anteriormente
se ha descrito su regulacion positiva en presencia de suero (Martchenko, Alarco et
al. 2004). Teniendo en cuenta tanto los hallazgos de este trabajo como la literatura
citada, Als3, Hyrl, PIb5 y Sod5 pueden considerarse como indicadores del
crecimiento de hifas (Heilmann, Sorgo et al. 2012). Estas proteinas realizan
diferentes funciones en el proceso infeccioso: Als3 es capaz de realizar la induccion
de endocitosis facilitada a través de las cadherinas (Phan, Myers et al. 2007), asi
como adquirir el hierro de la ferritina del hospedador (Almeida, Brunke et al. 2008);
PIb5 es capaz de producir la destruccion de tejido en 6rganos colonizados tal como

se ha observado en estudios in-vivo (Theiss, Ishdorj et al. 2006) e Hyrl es capaz

150



Discusion

de conferir resistencia frente a los mecanismo de muerte mediada por neutrdfilos
(Luo, Ibrahim et al. 2010), mientras que Sod5 protege frente a las especies
reactivas de oxigeno producidas en el interior del fagosoma, tanto en macréfagos
como en células dendriticas (Frohner, Bourgeois et al. 2009). Todos estos hechos
demuestran la relacién entre la expresién de estas proteinas y su relacién con el

proceso infeccioso de C. albicans.

Otras proteinas GPI ademas de las anteriormente descritas que teniendo en cuenta
la abundancia de péptidos con los que fueron identificadas son caracteristicas del

proteoma superficial de hifas son:

La proteina Rbt51 (Rbt8, Pgal0) es una proteina manosilada con dominios
CFEM (Perez, Pedros et al. 2006; Perez, Ramage et al. 2011) e implicada en la
utilizacién del grupo hemo como fuente de hierro (Weissman and Kornitzer 2004).
En nuestro trabajo fue identificada en hifas estimuladas con suero humano.
Anteriormente también ha sido descrita en la fase filamentosa (Weissman and
Kornitzer 2004).

Las proteinas Rbt del inglés “Repressed By TUP1” (Braun, Head et al. 2000), Rbt1
se identificé en las 3 condiciones analizadas, en levaduras con un promedio de 5
péptidos, en hifas de 10 péptidos en medio Lee, y de 7 péptidos estimuladas en
suero humano. Es similar a Hwp1l y es inducida en el cambio fenotipico de levadura
a hifa (Braun, Head et al. 2000). Ademas por analisis con microarrays se comprobo
qgue su expresion es dependiente de Rim101p a pH alcalino (Kadosh and Johnson
2001). La cepa mutante heterocigota tiene virulencia atenuada (Braun, Head et al.
2000) y la exposicidon a farnesol provoca un retraso en la induccion de RBT1 asi

como una reduccion de su nivel de produccion (Enjalbert and Whiteway 2005).

7.2. PROTEINAS CON ANCLAJE GPI IDENTIFICADAS POR PRIMERA
VEZ POR METODOS PROTEOMICOS

Es de destacar que dentro de las 31 proteinas con anclaje GPI identificadas en el
surfoma de C. albicans, cinco proteinas: Pga63, Eapl, Ecm331, Als2 y Dfg5, no
habian sido identificadas anteriormente mediante espectrometria de masas. De

estas Als2 y Ecm331 seran comentadas en el apartado 5.3.1.

La proteina Pga63, ha sido identificada con un promedios de 13.5 péptidos en hifas
crecidas en Lee y con 6 péptidos en hifas estimuladas con suero humano. Es una

proteina con funcién desconocida y es por analisis in silico se ha descrito como
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ortdloga a proteinas involucradas en el transporte intracelular mediado por vacuolas
(CGD, 2010).

El nombre de las proteinas Eap proviene del inglés “Enhanced Adherence to
Polystyrene” (Li and Palecek 2005). Eapl se ha descrito como una proteina con
anclaje GPI, regulada por Efgl e involucrada en la formacién de Biofilms (Li and
Palecek 2005; Li, Svarovsky et al. 2007). En el presente trabajo se identifico Eap1,
en la superficie tanto de levaduras como de hifas, con un promedio de 1.5 péptidos.

No se observa un enriquecimiento que diferencie entre levaduras e hifas.

La proteina Dfg5, Manoproteina con N-glicosilaciones, se ha identificado
Unicamente en la superficie celular de hifas, tanto en las obtenidas en medio Lee,
como en las estimuladas con suero humano. En todos los experimentos se identifico
Unicamente con 1 péptido, de hecho, en hifas en medio Lee solo se identificd en
uno de cuatro experimentos con 1 péptido. En estudios previos realizados con un
mutante en esta proteina se observaron defectos en la formacién de filamentos
inducidos por pH alcalino (Spreghini, Davis et al. 2003), por lo tanto parece ser una
proteina existente en los filamentos de C. albicans independientemente de las
condiciones que hayan inducido la filamentacién. También ha sido descrito que la
expresion de Dfg5 requiere la expresion de Hwpl (Spreghini, Davis et al. 2003),

sin embargo esta proteina no fue identificada en nuestro trabajo.

7.3. PROTEINAS SIN ANCLAJE GPI EN LA SUPERFICIE CELULAR DE
HIFAS ESTIMULADAS CON SUERO HUMANO

En el presente trabajo se han identificado 48 proteinas implicadas en el
mantenimiento y biogénesis de la pared celular que estan presentes en las distintas
morfologias analizadas: a) 19 de ellas son proteinas comunes a todas las
condiciones estudiadas (Bgl2, Csp37, Engl, Gdal, Gfal, Gpd2, Mntl, Mp65,
0orf19.4246, Pirl, Pmil, Pmm1, Rhol, Scwi1l, Sim1, Slk19, Srbl, Tmal9,
Ywp1l); b) 8 son proteinas comunes a levaduras e hifas obtenidas en medio Lee
(Atcl, Cht3, Hex1, Rbel, Sun41, Sur7, Xyl2, Orf19.3683 (Gcsl)); c) 2 son
proteinas identificadas en hifas, tanto en medio de Lee como estimuladas con
suero humano (Mnn7, Pmt2); d) 2 proteinas fueron identificadas Unicamente en
levaduras (Abgl, Mnn2); y e) 17 proteinas fueron detectadas solamente en hifas
obtenidas en medio Lee (Arp2, Bud?7, Chs5, Cys4, Ecm17, Frs1, Gall0, Gscl,
Gnal, Kre9, 0rf19.7124, Pmrl1, Pmtl1, Psa2, Rvs167, Smil, Uapl).

152



Discusion

Teniendo en cuenta el objetivo de buscar proteinas con potencial para ser utilizadas
en la mejora del diagnéstico y/o el tratamiento de las candidiasis invasivas, la
proteinas que presentan mayor interés son las proteinas identificadas en la
superficie de hifas estimuladas con suero humano presentes en todas las réplicas
bioldgicas con un promedio de por lo menos 3 péptidos. Este criterio nos da una
idea relativa de la abundancia de la proteina, lo que es esencial para cualquiera de
los estudios posteriores. Las proteinas que cumplen estos criterios son: Bgl2,
Engl, Gdal, Mp65, Pmm1, Rhol y Srb1 (anexo2).

Bgl2, B 1,3-Glucosiltransferasa: se encuentra intimamente relacionada con la
biosintesis de la pared celular. Esta codificada por uno de los 4 genes descritos en
C. albicans con esta funciéon: BGL2 BGL22, BGL97 y BGL98 y es el Unico de los
productos génicos verificado experimentalmente. La cepa mutante presenta
defectos en el crecimiento y disminuye su virulencia en ratones, pero no el
contenido de B-1-3 glucano de la pared celular (Sarthy, McGonigal et al. 1997).
Debido a que en estudios con abordajes inmunoprotedmicos ha sido descrita su
capacidad antigénica en individuos con candidiasis invasiva (Pitarch, Jimenez et al.
2006), esta proteina fue elegida en el presente trabajo para evaluar su uso tanto

como marcador diagndstico como para vacuna.

Engl, Endo-  1,3-glucanasa: en el genoma de C. albicans hay descritos 2 genes
cuyos productos presentan esta actividad enzimatica, pero solo la proteina Engl se

encuentra verificada experimentalmente. Engl es ortdloga a Dsedp de
S. cerevisiae, organismo en el que se ha descrito su participacion en la citocinesis
de la célula hija después de la gemacion (Esteban, Rios et al. 2005). No posee
ortdlogo en mamiferos (Braun, van Het Hoog et al. 2005) y su expresion es
regulada negativamente por caspofungina y por fluconazol (Liu, Lee et al. 2005;
Sorgo, Heilmann et al. 2010; Sorgo, Heilmann et al. 2011) y positivamente durante

la formacién de biofilms (Bonhomme, Chauvel et al. 2011).

Gdal, GDPasa de membrana de Golgi: es la Unica proteina con esta funcion

anotada en el genoma de C. albicans. Estd involucrado en el proceso de O-
manosilacién, no siendo asi para la N-glicosilacién. El gen que GDA1 se induce
durante para el proceso de filamentacion durante el cual es necesario. No se
necesita, sin embargo, para la adherencia en células Hela. Es un homodlogo

funcional de Gdalp en S. cerevisiae (Herrero, Uccelletti et al. 2002).

Mp65, Manoproteina de la superficie celular 65K: esta manoproteina ha sido
descrita como un antigeno predominante en C. albicans que se induce a 37°C
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(Gomez, Torosantucci et al. 1996; La Valle, Sandini et al. 2000);. Su expresion
génica se induce en protoplastos (Castillo, Martinez et al. 2006) y la cepa mutante
presenta defectos en la transicion a filamentos tanto in-vivo como in-vitro y tiene
defectos en la capacidad de adherencia a pocillos de poliestireno. Ademas su
virulencia esta atenuada en los modelos de infeccidon sistémica en ratones y de
infeccién en la mucosa vaginal en ratas (De Bernardis, Liu et al. 2007). Se ha
demostrado su capacidad antigénica, en ensayos in-vitro donde Mp65 heterdloga es
capaz de inducir la activacién de células mononucleares totales de sangre humana a
linfocitos T (Gomez, Torosantucci et al. 1996). También se ha descrito la
estimulacion a células dendriticas, induciendo la produccién de citoquinas del perfil
Th1l e incrementando la maduracion de la respuesta, por el aumento de moléculas
coestimuladoras (Pietrella, Bistoni et al. 2006). En el presente trabajo esta fue la
Unica proteina de la pared celular identificada en todas las especies de Candida
(C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis y C. tropicalis). Mp65 esta establecida
como una proteina inmunodominante y como biomarcador diagndstico (Bromuro,

Torosantucci et al. 1994; Gomez, Torosantucci et al. 1996).

Pmm1l, Fosfomanomutasa 1: es una enzima que cataliza la formacién de O- y
N-enlaces glicosidicos en reacciones de manosilaciones; interconvierte entre
manosa-6-fosfato y manosa-1-fosfato; es un homédlogo funcional de S. cerevisiae
Sec53p (Smith, Cooper et al. 1992). Ha sido descrito como antigénica en infeccion

sistémica en ratones (Fernandez-Arenas, Molero et al. 2004).

Rhol, GTPasa: es miembro de la familia de Rho GTPasas y esta involucrada en el
mantenimiento de la integridad de la pared celular, regulando la sintesis de B-1,3-
glucano. Es homdélogo funcional de Rhol de S. cerevisiae, e interactla directamente
con la subunidad catalitica de la beta-1,3-glucan-sintasa Gsclactuando como la a
subunidad reguladora de esta enzima (Kondoh, Tachibana et al. 1997; Smith,
Csank et al. 2002). Debido a que Gscl es la glucan sintasa mas importante en la
sintesis de la pared celular RHO1 es un gen esencial (Smith, Csank et al. 2002).
Rhol esta localizada en la membrana celular y ha sido identificada mediante
aproximaciones protedmicas (Cabezon, Llama-Palacios et al. 2009). La expresion

de RHO1 es inducida por caspofungina (Hoehamer, Cummings et al. 2010).

Srb1l, GDP-manosa pirofosforilasa: es una proteina esencial en la sintesis de
GDP-manosa fosforilasa (Ohta, Chibana et al. 2000), utilizada en el proceso de
glicosilacion (Warit, Walmsley et al. 1998; Ohta, Chibana et al. 2000). Es el

homologo funcional de Psal de S. cerevisiae (Warit, Walmsley et al. 1998;
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Marchais, Kempf et al. 2005) y su expresion se induce en procesos de adhesion en

placas de poliestireno (Marchais, Kempf et al. 2005).

Es de destacar, que en nuestro estudio se han identificado dentro de este grupo
algunas proteinas anteriormente postuladas para aplicaciones biomédicas, como
son Bgl2, Pmm1 y Mp65. Este hecho, valida nuestro abordaje ya que ese era uno
de nuestros principales objetivos y la identificacion de nuevas proteinas lo hace
mas interesante. Estas proteinas dentro de este grupo serian: Engl, Gdal, Rhol
y Srbl. Ademas, se ha identificado un Orf, Ofr19.3683, ortélogo al GSC1 de

S. cerevisiae y que seria interesante analizar.

7.4. PROTEINAS MULTIFUNCIONALES DE LA SUPERFICIE CELULAR
DE HIFAS DE C. albicans ESTIMULADAS CON SUERO HUMANO

Es de destacar que muchas de las proteinas del surfoma de hifas son proteinas que
carecen de péptido sefial y que estdn dentro del grupo de las denominadas
proteinas multifuncionales o “moonlighting proteins”. La existencia de este tipo de
proteinas en la superficie celular ha sido tema de controversia desde los primeros
abordajes protedémicos realizados, ya que son proteinas que clasicamente se han
descrito como proteinas citoplasmaticas. Estas proteinas normalmente son muy
abundantes y estan involucradas en diferentes procesos del metabolismo
especialmente de carbohidratos, e incluso se identifican proteinas ribosomales.
Aunque en muchas de ellas no se conoce su funcién en el exterior celular, en
algunas si se ha descrito ademas de su funcion citoplasmatica su implicacion en
funciones de superficie, por ejemplo las capacidad de unir plasmindgeno de Enol y
otras proteinas que se comentan en el punto siguiente (Jong, Chen et al. 2003); de
ahi el nombre de proteinas multifuncionales. En nuestro trabajo se han identificado
58 de estas proteinas. Es curioso sefialar que en este grupo se encuentran las
proteinas mas abundantes de la superficie celular y por tanto las que con mayor
namero de péptidos se han identificado. Por este motivo, en este caso particular las
proteinas se analizaran en 4 grupos segun el rango de péptidos con los que se
identificaron y no se tendrdn en cuenta las identificadas con un promedio de 3 o
menos péptidos. En el primer grupo, se incluyen quince proteinas identificadas con
entre 3 y 5 péptidos, en el segundo nueve proteinas con entre 6 y10 péptidos, en el
tercero cinco proteinas con entre 11 y 20 péptidos y en el cuarto nueve proteinas

identificadas con entre 21 y 30 péptidos (Tabla 27).
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Tabla 27 Proteinas "Moonlighting” o multifuncionales de la superficie
celular de hifas estimuladas con suero humano.

Proteina Descripcion Péptidos
' Gdal GDPasa de membrana de golgi
Hem13 Oxidasa coproporfirinogeno
Msb2 Adhesina, familia mucina
orf19.2296 Proteina de funcion desconocida
Pill Componente de los Eisosomas
Rpl10 Proteina Ribosomal L10
Rpl12 Proteina Ribosomal L12
Rpl17b Proteina Ribosomal L17 3-5
Rpl3 Proteina Ribosomal L3
Rpl5 Proteina Ribosomal L5
Rps21 Proteina Ribosomal
Rps6a Proteina Ribosomal 6A
Rps8a Proteina Ribosomal 8a
Sam?2 S-adenosilmetionina sintetasa
. Sscl Proteina de choque térmico
Bmh1l Proteinas delafamilia14-3-3
orf19.251 Proteina de funcion desconocida
Rpldb Proteinaribosomal 4b
Rpl6 Proteinaribosomal 6
Rpsl Proteinaribosomal 1 6-10
Rps7a Proteinaribosomal S7
Snzl Proteina de fase estacionaria 1
Tki1 Transquetolasa
ngl Glucosa 1-fosfaturidil transferasa
Adh1 Alcohol deshidrogenasa
Cdc19 Piruvato Quinasa
Kar2 Proteina de la familia HSP70 11-20
Ssb1 Proteina de la familia HSP70
Tefl Factor de elongacion 1
Cef3 Factor de elongacion 3
Enol Enolasal
Hsp70 Proteina dé choque térmico 70Kd chaperona
Hsp90 Proteina de choque térmico 90Kd chaperona
Pdcl1 Piruvato descarboxilasa 21-30
Pgk1 Fosfoglicerato kinasa
Ssa2 Proteina de la familia HSP70
Ssb1 Proteina de la familia HSP70
Tdh3 Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa

Las proteinas sefaladas en rojo estan descritas como inmunogénicas en la CGD.

Una de las caracteristicas relevantes para que una proteina se comporte como buen
inmundgeno esta relacionada directamente con la concentracion y disponibilidad de
esta en el organismo del hospedador, que finalmente se traduce en el
reconocimiento del antigeno y posterior activacién del sistema inmunoldgico, lo que
conlleva a la produccién de anticuerpos y/o células de memoria frente al antigeno
reconocido. Relacionando los resultados obtenidos en nuestro trabajo,
especialmente en lo que se refiere a la abundancia de las proteinas multifuncionales

en la superficie celular, con distintos trabajos en los que se comprueba la capacidad
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antigénica de estas proteinas (Pitarch, Diez-Orejas et al. 2001; Pitarch, Jimenez et
al. 2006; Ahmad, Fatima et al. 2012) podemos relacionar de forma directa su
capacidad inmunogénica con la abundancia de estas proteinas en la superficie

celular.

7.5. PROTEINAS RELACIONADAS CON TRAFICO VESICULAR EN LA
SUPERFICIE DE HIFAS DE C. albicans

En este trabajo se identificaron en total 269 orf, 210 en la superficie de hifas en
medio Lee. Destacamos el hallazgo de tres ORF con homologia a adhesinas por su
posible relevancia en la superficie celular estos son: orf19.4886, orf19.5126 y
orf19.6082.

Por otra parte, el analisis conjunto de las secuencias proteicas pertenecientes a los
ORF mediante la herramienta Gene Ontology mostré que este grupo se encontraba
enriquecido en proteinas relacionadas con funciones bioldgicas como el transporte y
localizacién intracelular de proteinas (Figura 17, capitulo de resultados). Este hecho
podria estar relacionado con la existencia de vesiculas que son capaces de transitar
a través la pared celular de C. albicans Esta caracteristica fue descrita por el grupo

del Dr. Cassadevall (Rodrigues, Nakayasu et al. 2008).

La secrecion de proteinas es un proceso complejo que involucra varios organulos y
moléculas accesorias. Mediante este proceso las proteinas se transportan y se
localizan intracelularmente. En las células eucariotas la via mejor estudiada, es la
secrecion de proteinas por medio de migracion vesicular, entre el reticulo
endoplasmatico y las vesiculas del aparato de Golgi, este trafico es dirigido por una
compleja red de vesiculas (Glick and Malhotra 1998). La liberacién del contenido del
aparato de Golgi al exterior celular se realiza por exocitosis, después de la fusion de
vesiculas formadas a partir del aparato de Golgi con la membrana plasmatica (Glick
and Malhotra 1998). Las células fungicas secretan proteinas por la ruta de
secrecion clasica que es muy similar a la ruta de secrecion de células eucariotas
superiores, y en la que también intervienen unas vesiculas que transportan las
proteinas del reticulo endoplasmatico al Aparato de Golgi y a partir de este se
forman vesiculas post-Golgi que se fusionan con la membrana plasmatica para
liberar su contenido (Schekman 2002; Schekman 2004). Ademads, durante los
Gltimos afos se ha sido descrito la existencia del transporte de vesiculas intactas a
través de la pared celular tanto en especies patdgenas como no patdgenas de

hongos (Rodrigues, Nimrichter et al. 2007; Albuquerque, Nakayasu et al. 2008;
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Nosanchuk, Nimrichter et al. 2008; Rodrigues, Nimrichter et al. 2008; Casadevall,
Nosanchuk et al. 2009; De Jesus, Nicola et al. 2009; Eisenman, Frases et al. 2009;
Oliveira, Nimrichter et al. 2009). Estas vesiculas contienen una serie de proteinas,
lipidos, polisacaridos y pigmentos de una amplia gama molecular y rango de masas
(Albuquerque PC et al 2008, Rodriguez ML et al 2008, Eisenman HC et al 2009,
Oliveira DL, et al 2009) (Rodrigues, Nimrichter et al. 2007; Albuquerque, Nakayasu
et al. 2008; Nosanchuk, Nimrichter et al. 2008; Rodrigues, Nimrichter et al. 2008;
Casadevall, Nosanchuk et al. 2009; De Jesus, Nicola et al. 2009; Eisenman, Frases
et al. 2009; Oliveira, Nimrichter et al. 2009). Muchas de las moléculas secretadas
en vesiculas que atraviesan la pared celular, han sido relacionadas con el proceso
infeccioso y patogénico de los hongos (Albuquerque, Nakayasu et al. 2008). Por
ejemplo se ha descrito la produccion de vesiculas extracelulares que contienen
diversos componentes asociados con la virulencia en Cryptococcus neoformans,
hongo patdégeno humano. Estos componentes incluyen la casa, una enzima que
cataliza la sintesis de melanina y que esta relacionada con el proceso patogénico

del hongo en el sistema nervioso central (Eisenman, Frases et al. 2009).

Probablemente el hallazgo de este niumero elevado de ORF's relacionados con el
transporte y localizacién proteica en hifas, este relacionado con una mayor cantidad
de vesiculas en la forma filamentosa. Por otro lado se ha descrito que la pared de
las hifas presenta una mayor porosidad con respecto a las levaduras. Lo que
probablemente daria a la tripsina una mayor probabilidad de acceder a niveles mas

profundos de la pared celular (Horisberger and Clerc 1988).

7.6. PROTEINAS DE C. albicans CANDIDATAS A ESTUDIOS EN
APLICACIONES BIOMEDICAS

El analisis de las proteinas superficiales de hifas de C. albicans estimuladas con
suero humano, ha permitido seleccionar un variado grupo de proteinas fungicas
posibles candidatas a nuevas aplicaciones biomédicas, hay proteinas representantes
de cada una de las 11 categorias descritas para este trabajo. Es importante sefalar
que los grupos de proteinas con mayor numero de representantes estan en las 3
categorias de mayor relevancia de nuestro estudio; Es decir: proteinas con anclaje
GPI, proteinas relacionadas con la biogénesis y mantenimiento de la pared celular y

proteinas descritas con localizacion en la superficie celular.

Todas las proteinas fueron escogidas, teniendo en cuenta su abundancia o

exclusividad sobre la superficie de hifas estimuladas en condiciones fisioldgicas, las
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cuales se consideraron caracteristicas importantes para comportarse como buenas
candidatas para futuros estudios con fines biomédicos. Estas proteinas se

muestran en la figura 37.

Los datos correspondientes al nimero de péptidos y a la condicién experimental en
la que fueron identificadas se detallan en los anexos del 1 al 11, que corresponden

a cada una de las categorias descritas.

Adh1
Bmhi
Cdc19
Cef3
Enol
Gda1l
Hsp70
Hsp90
Kar2
0orf19.25
1
Pdc11
Pgk1
Pill
Rpl10
Ssa2
Rbt1 Ssb1
Ecm33 Ctrl, Hta2, Ser33 Tdh3

Tefl

m Antifungicos

Anclaje GPI

y . — M Virulencia
m Biogenesis y Mantenimiento

delaPared Celular Biofilm
Superficie celular
Condiciones de Estrés
Inmunogénico
m Actina

m Especifico de hongos

m Otras proteinas

Figura 37 Proteinas identificadas en el surfoma de hifas estimuladas con suero
humano candidatas para estudios con fines biomédicos en el manejo de las
Candidiasis invasivas

Las proteinas subrayadas actualmente estan siendo estudiadas por otros grupos,
las proteinas en letra roja se estudiaron en el presente trabajo, las proteinas en
letra azul Unicamente se identificaron en hifas estimuladas con suero humano.

7.7. PROTEINAS HUMANAS IDENTIFICADAS EN LA SUPERFICIE
CELULAR DE HIFAS

Al analizar el surfoma de hifas estimuladas con suero humano encontramos que el
25% de las proteinas identificadas corresponden a proteinas que provienen del

suero humano (Figura 38). En estudios anteriores se han descrito proteinas de la
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pared celular de C. albicans que actlan como receptores de diferentes proteinas del
suero humano y es de destacar que todas ellas fueron identificadas en este trabajo.
Por ejemplo, en el caso del plasmindgeno se ha descrito su unidén a la pared y se
han descrito entre otras a las proteinas Enol, Tefl, Tsal y Tdh3, (Crowe,
Sievwright et al. 2003; Jong, Chen et al. 2003; Luo, Hoffmann et al. 2013). Otra de
las proteinas humanas descritas como ligandos de la pared celular es el fibrindgeno
el cual también se une la enolasa (Jong, Chen et al. 2003). También se ha
publicado la capacidad de Tdh3 de unirse a fibrina, fibronectina y laminina (Klotz,
Hein et al. 1994; Gozalbo, Gil-Navarro et al. 1998; Gil, Delgado et al. 2001;
Rauceo, De Armond et al. 2006).

! i v‘-'-' ﬂt—‘

A B>
o

Fibrina T ‘ Fibrinégeno—

Plasminégeno

W Fracciones del sistema del Complemento

y _ ) OOtras proteinas séricas
- Apolipoproteinas

Figura 38: Proteinas humanas identificadas en el surfoma de hifas
estimuladas con suero humano.

Otro grupo de proteinas identificado en la superficie de C. albicans es el grupo de
proteinas componentes del sistema del complemento. Este sistema fue descubierto
hace mas de un siglo, al comprobarse la capacidad bactericida del suero fresco,
accion mediada por dos factores: uno termoestable (los anticuerpos especificos
frente a microorganismos) y otro termolabil, al que se denomindé complemento. Los
componentes propiamente dichos se nombran con la letra C y un namero: C1, C2,
C3, C4, C5, C6, C7, C8, y C9. Se conocen 3 vias de activacion: La via clasica
mediada por inmunocomplejos, y activada por la fraccion Fc de los anticuerpos, la
via alternativa mediada por lipopolisacaridos (LPS) y polisacaridos esencialmente

presentes en las paredes celulares de los microorganismos y la via de las lectinas la
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cual se activa por medio de una MBP (manosa binding protein/proteina de unién a
manosa) también llamada MBL, que detecta residuos de este azlcar en la superficie
de microorganismo. Estas vias producen una enzima con la misma especificidad:
convertasa de C3; y a partir de la activacion de este componente siguen una
secuencia terminal de activacion comun. El propdsito de este sistema de
complemento a través de sus tres vias es la destruccion de microorganismos,
neutralizacién de ciertos virus y promover la respuesta inflamatoria, que facilite el
acceso de células del sistema inmune al sitio de la infeccién (Zipfel, Skerka et al.
2011). Sin embargo, el efecto final de la formacion del complejo de ataque a la
membrana, el cual hace poros en la membrana celular que rompen el equilibrio
homeostatico y conducen a la lisis celular, no se ha observado en los hongos, lo
cual ha sido explicado por la proteccion estérica de la capa de polisacaridos de la
pared celular que impiden el anclaje del complejo enzimatico a la membrana celular
(Kozel, Weinhold et al. 1996; Zipfel and Skerka 2009). Sin embargo este es el
primer trabajo que identifica todas las proteinas de la via comun de la cascada del
complemento en la superficie de C. albicans. C3, C4, C5, C6, C7, C8, y C9. Para
comprobar si la presencia de estas proteinas, en la superficie de C. albicans era
debida a la activacién de la ruta del complemento se realizé un primer ensayo en el
cual sustituimos el suero, por suero inactivado con calor, en este primer ensayo
solo identificamos algunos péptidos de la fraccion C3 del complemento, y no se
detectaron todas las demas proteinas de la cascada del complemento. Actualmente
se estan realizando otras réplicas bioldgicas para corroborar este hecho. Estos
resultados preliminares indican que es necesaria la actividad proteasa de los
componentes de la cascada para depositarse en la superficie de C. albicans, por lo
cual posiblemente existan tanto otros mecanismo de anclaje a la pared celular del
complejo de ataque a la membrana, como posiblemente otros efectos bioldgicos
sobre el hongo. Recientemente se ha descrito la relacion protectora de una vacuna
contra C. albicans, con el correcto funcionamiento del sistema del complemento
(Han and Rhew 2012), de hecho la fraccién C5a ha sido descrita como necesaria
para una respuesta inmunitaria protectora frente a las infecciones fungicas (Cheng,
Joosten et al. 2012; Zipfel and Skerka 2012).

Por otro lado identificamos un grupo importante de apolipoproteinas del género
humano en la superficie de hifas de C. albicans. La trascendencia del hallazgo de la
unién de apolipoproteinas en la superficie celular de C. albicans no se conoce
todavia. En la literatura hay dos publicaciones que hacen referencia a la posible

relacion entre las apolipoproteina y la capacidad innata de proteccion frente a las
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candidemias. Este hecho ha sido reconocido al observarse una mayor
susceptibilidad a la candidiasis invasiva en ratones deficientes de ApoE (Vonk, De
Bont et al. 2004), ademas se ha descrito la actividad antifiUngica de péptidos

derivados de la ApoE (Rossignol, Kelly et al. 2011).

7.8. APLICACIONES BIOMEDICAS

7.8.1. DIAGNOSTICO

La candidiasis invasiva es una complicacion de los pacientes criticos e
inmunodeprimidos con una elevada mortalidad. Esto es en gran parte debido a su
presentacién clinica inespecifica, que dificulta la deteccién temprana de la
candidemia al igual que la identificacion precisa de las especies de Candida. El
hallazgo de la candidemia e identificacién a nivel de especie, son pre-requisitos
esenciales para la instauracion de un protocolo terapéutico que disminuya la
mortalidad para estos individuos (Pappas, Kauffman et al. 2009). En la actualidad
la Unica metodologia estandar para su diagndstico es el hemocultivo (de Pauw and
Picazo 2008) que carece tanto de sensibilidad como de especificidad. Se ha
demostrado que cada dia de retraso en la iniciacion de la terapia antifingica se
convierte en un incremento significativo del riesgo de mortalidad (Garey, Rege et
al. 2006), por lo que la deteccion de marcadores inmunoldgicos y moleculares han
proporcionado una alternativa para el diagnostico precoz de la candidiasis invasiva
(Sendid, Tabouret et al. 1999; Odabasi, Mattiuzzi et al. 2004; Alam, Mustafa et al.
2007; Zaragoza, Peman et al. 2009; Mokaddas, Khan et al. 2011). En la
introduccion se realizd un amplio resumen de los métodos basados en deteccion
tanto de antigenos como de anticuerpos, en uso clinico y en investigacion (Pitarch,
Sanchez et al. 2002; Pitarch, Mercader et al. 2006; Lain, Elguezabal et al. 2007;
Clancy, Nguyen et al. 2008; Pitarch, Jimenez et al. 2008; Pitarch, Nombela et al.
2011).

En el presente trabajo y teniendo en cuenta tanto los resultados del estudio global
protedmico del surfoma de C. albicans y de otras especies como la experiencia del
grupo en busqueda de marcadores diagndstico, se decidioé evaluar las proteinas de
la pared celular Bgl2 y Ecm33 de C. albicans para su posible uso como marcadores
diagndsticos en un grupo piloto de sueros de pacientes con hemocultivos positivos
para levaduras del género Candida. Para ello, Ecm33 y Bgl2 se expresaron de
forma heterdloga en un sistema libre de células, se purificaron y se evaluaron los

anticuerpos frente a las dos proteinas presentes en los sueros de los pacientes,
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mediante la técnica de western blot. Para las dos proteinas se generaron sueros
policlonales en conejos, lo que nos permitié poner a punto el ensayo. Sin embargo
los resultados obtenidos con los 14 sueros no mostraron niveles de sensibilidad ni
especificidad satisfactorios en el caso de Ecm33. En el caso de Bgl2 se han
encontrado problemas con la obtencion de cantidades suficientes de proteina para
la deteccion de sefal con los sueros de los pacientes. Estos resultados pueden
deberse a multiples causas, tanto dependientes de la proteina heterdloga obtenida,
como del estado inmune del suero de los pacientes evaluados. En cuanto a las
proteinas evaluadas, ambas fueron expresadas en un sistema que no realiza
cambios post-transcripcionales como las glicosilaciones. Ecm33 y Bgl2 de
C. albicans presentan glicosilaciones. En el caso de Ecm33 presenta ademas un
anclaje GPI que la une a la membrana plasmatica o la pared celular por su extremo
carboxiterminal y, por lo tanto, en su forma nativa presenta una arquitectura
especifica que puede presentar epitopos conformacionales, que al linearizar la
proteina podrian perderse lo que implicaria una disminucidon tanto de la
especificidad como de la sensibilidad del ensayo. En el caso de Bgl2 ya habia sido
detectada como un buen inmundgeno en productos de secrecion de protoplastos en
condiciones desnaturalizantes (Pitarch, Jimenez et al. 2006); sin embargo en este
trabajo se utilizd la proteina nativa, lo cual junto con la concentracion limitada de
proteina que se podia cargar en el gel, y la ausencia de glicosilaciones, pueden ser
la explicaciones de falta de sefal de anticuerpos en los sueros de los pacientes. Por
otra parte pueden existir caracteristicas inherentes a los pacientes que pueden
afectar directamente la deteccion de los anticuerpos, como un grado de
inmunosupresion alto. De hecho varios autores sefialan la falta de reproducibilidad
de técnicas diagnodsticas basadas en la detecciéon de anticuerpos en pacientes con
inmunocompromiso, por lo cual muchos de ellos proponen el uso combinado de la
deteccidon de anticuerpos y antigenos, la deteccién simultdnea de anticuerpos frente
a varios antigenos o el diagndstico basado solo en la deteccion de antigenos. Este
Gltimo es el que muestra una mayor independencia al estado inmunoldgico del
paciente, por lo que al parecer muestra una mayor reproducibilidad (Prella, Bille et
al. 2005; Cuetara, Alhambra et al. 2009; Aguado, Ruiz-Camps et al. 2011; Ahmad,
Khan et al. 2012; Peman and Zaragoza 2012).

Debido a que los resultados obtenidos con estas dos proteinas para su uso como
diagnésticos no fueron los esperados, se analizaron los datos del surfoma de
C. albicans y de las especies de Candida no-albicans para poder proponer otras

posibles proteinas que se puedan utilizar como biomarcadores de candidiasis
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invasivas. Por lo tanto, se propone un panel de 14 proteinas con ortélogos en las 4
especies de Candida analizadas e identificados por espectrometria de masas con
una abundancia mayor a 3 péptidos en todas las réplicas bioldgicas realizadas:
Mp65, Cef3, Enol, Hsp90, Pgkl, Tdh3, Rpl12, Rps7a, Ssb1l, Yst1, Cypl Tall,
Actl y Pdcll. Muchas de estas proteinas ya han sido evaluadas como posibles
marcadores bioldgicos. Clancy y colaboradores en el 2008 evaluaron el siguiente
grupo de proteinas Bgl2p, Muclp-1, Muclp-2, Enol0, Fbalp, Gaplp,
Pgklip-1, Pgkp-2, Not5p, Met6pl, Met6p2, Carlp, Rbt4p, Setlp, e
Ipf9162, sin embargo no consiguieron separar estadisticamente las
poblaciones de sanos y enfermos (Clancy, Nguyen et al. 2008). Nosotros
proponemos este panel no solo para la evaluacién de anticuerpos sino para

la identificacion sérica de ellas por técnicas de protedmica dirigida.

7.8.2. VACUNAS

Otro objetivo importante en el manejo de las enfermedades infecciosas es
prevenirlas y la estrategia que presenta mayor eficacia para conseguir este objetivo
es la vacunacion (Ito, Lyons et al. 2009). Hay varias proteinas de C. albicans que
actualmente estan siendo evaluadas. Entre ellas las adhesinas Als3 (Spellberg,
Ibrahim et al. 2006; Brena, Omaetxebarria et al. 2007; Liu and Filler 2011) y Alsl
(Ibrahim, Spellberg et al. 2006), la proteina Hyrl que mostré ser inmunoprotectora
en modelo de ratones (Luo, Ibrahim et al. 2010) y la enolasa (Li, Hu et al. 2011).
También se ha probado otras vacunas que contienen varias proteinas
citoplasmaticas y de la superficie celular (Chauhan, Swaleha et al. 2011) o células
del mutante de C. albicans Aecm33 (Martinez-Lopez, Nombela et al. 2008). Por otra
parte se continla con la de busqueda de nuevas proteinas candidatas para

vacunacion (Hernaez, Ximenez-Embun et al. 2010; Vialas, Perumal et al. 2012).

En el presente trabajo se han realizado ensayos de vacunacion con Bgl2 y Ecm33
en un modelo de infeccion sistémica en ratones Balb/c. En el ensayo de Bgl2 se ha
utilizados la proteina expresada en P. pastoris a dosis de 0.3ug/mL en 2
inmunizaciones via intraperitoneal. En estas condiciones se obtuvo una
supervivencia del 25% de ratones. Para comprobar si en esta proteccidon participaba
la respuesta humoral se detectd la presencia de anticuerpos frente a Bgl2 en los
sueros de los ratones inmunizados, se comprobdé que la inmunidad humoral
mediada por anticuerpos fue inducida por esta vacunacion ya que se detectaron
anticuerpos anti-Bgl2 tanto en los ratones vacunados como en los supervivientes.

El resultado obtenido en este ensayo puede mejorarse aumentando las dosis y/o el
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nimero de inmunizaciones. Por otra parte también podria ensayarse la
inmunizacidén con varias proteinas especificas de hongos a la vez. Del presente
estudio teniendo en cuenta su abundancia, su presencia en la superficie celular y el
no poseer homoélogo en mamiferos, para su utilizacién en este nuevo protocolo de
inmunizacién proponemos las siguientes proteinas: Engl, Gdal, y Srbl. En
cuanto a los ensayos realizados con la proteina Ecm33 no se obtuvieron ratones
supervivientes, sin embargo en la dosis de 3ug/mL se aumentd el tiempo de vida
en 3 dias en los ratones vacunados. Aun mas interesante, es la observacion de que
en la dosis mas alta de proteina se disminuye el tiempo de supervivencia de los
ratones, lo que podria estar indicando un papel como factor de virulencia mas que
como inmunomodulador. Por este motivo, la evaluacién del uso de anticuerpos anti-
Ecm33, en protocolos de inmunizacion pasiva, podria ser una alternativa
interesante, en pacientes que presenten factores de riesgo para candidiasis
invasiva. Actualmente se estd usando en la practica clinica en este tipo de terapias
anticuerpos anti-Hsp90 en una formulacion comercial llamada Mycograb® de
Novartis S.A.

Otros trabajos en busqueda de candidatos para vacunas muestran que
posiblemente la regién N-terminal de las proteinas con anclaje GPI Hwp2, PIb5 y
Sod5, podrian ser utilizadas como vacunas (Heilmann, Sorgo et al. 2011). En
nuestro trabajo también hemos identificado un péptido altamente abundante,
IYDQLPECAK el que es el comienzo del dominio CFEM (Kulkarni, Kelkar et al. 2003).
Este dominio CFEM es un dominio altamente conservado en hongos, a lo largo de
los ocho residuos de cisteina espaciados aproximadamente 70 aminoacidos, y ha
sido implicado en la formacién de biofilms. Se ha descrito la presencia del dominio
CFEM, en cinco proteinas superficiales de C. albicans: Csal, Csa2, Pga7, Pgalo,
Rbt5 y en Ssrl. Tanto Pgal0, como Ssrl y Rbt5 han sido identificados en
nuestro trabajo. El dominio CFEM se encuentra en su regiéon N-terminal y las
proteinas no estan glicosilada, por lo cual lo hace ser accesible en la superficie

(Heilmann, Sorgo et al. 2011).

7.9. LA PROTEINA Ecm33 ESTA IMPLICADA EN LA BIOGENESIS DE
LA PARED CELULAR

Teniendo en cuenta el interés de la proteina Ecm33 en la virulencia de C. albicans
se decido ahondar en el estudio de su funcion. El hallazgo mas importante en
cuanto a la posible aplicacién biomédica de Ecm33 de esta parte del estudio fue el

encontrar que la proteina con anclaje GPI Ecm33 no solo estda implicada en la

165



Dlscusién

arquitectura de la pared celular de C. albicans (Martinez-Lopez, Monteoliva et al.
2004) sino también en la biogénesis de esta; teniendo en cuenta que protoplastos
de la cepa mutante solamente el 33% de ellos poseen la capacidad de regenerar la
pared celular. Teniendo en cuenta que la cepa silvestre es capaz de regenerarla al
100%, estos hallazgos a nivel clinico colocan a Ecm33 como un posible candidato

como diana terapéutica.

Una cepa triple mutante en los genes UTR2, CRH11 y CRH12 muestra defectos en
la capacidad de regeneracion de la pared celular (Pardini, De Groot et al. 2006).
Todos son miembros de la familia CRH y todos ellos codifican para enzimas con
actividad trasnglicosilasa. Que el defecto de un Unico gen como es ECM33 impida
que aproximadamente el 70% de protoplastos no regeneren la pared celular y su
abundante y constante presencia en la superficie celular son caracteristicas que
sefalan su papel esencial en la biogénesis de la pared, lo que la reafirma como un

buen candidato a diana terapéutica.
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1. La tripsinizacién sobre la célula viva y posterior identificacién de péptidos en
una espectrémetro de masas tipo Orbitrap, es una metodologia de gran
utilidad para el estudio del proteoma superficial o “surfoma” de las formas
levaduriformes y de las hifas de C. albicans. Con esta estrategia se consiguio
la identificacién del mayor nimero de proteinas en la superficie descrito
hasta la fecha, 938 proteinas incluidas en una gran variedad de grupos
funcionales: con anclaje GPI, implicadas en la biogénesis y/o mantenimiento
de la pared celular, previamente identificadas en la superficie celular,
inmunogénicas, especificas de hongos, relacionadas con la respuesta a
antifungicos, relacionadas con mecanismos de patogenicidad, relacionadas
con la formacién de “biofilms”, relacionadas con la respuesta a condiciones
de estrés, relacionadas con el citoesqueleto, esencialmente actina y otras

proteinas.

2. Se identificaron 78 proteinas clasicas de pared celular que incluyen 31
proteinas con anclaje GPI y 47 proteinas implicadas en el mantenimiento y
biogénesis de la pared celular. Cinco proteinas Pga63, Eapl, Ecm331,
Als2 y Dfg5 fueron identificadas por primera vez mediante estrategias

protedmicas.

3. Con esta estrategia protedmica fue posible detectar un elevado nimero de
cambios en el proteoma de la superficie celular de levaduras con respecto al
de hifas. Los cambios mas importantes se detectaron en proteinas con
anclaje tipo GPI y en proteinas implicadas en la biogénesis y mantenimiento
de la pared celular, permitiendo establecer perfiles proteicos diferenciales.
basados en proteinas con anclaje GPI, en levaduras Ecm331 y Als2, en
hifas Als3, Hyrl y Sod5. Ademas por primera vez se analizd la superficie
de hifas estimuladas con suero humano, donde fue en la Unica condicién en

la que se identificé la fosfolipasa PIb5.

4. Las proteinas detectadas en la superficie celular con un mayor nimero de
péptidos correspondieron al grupo de proteinas multifuncionales, muchas de

ellas poseen propiedades inmunogénicas.
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El proteoma de la superficie de hifas obtenidas en medio Lee presentd un
numero significativo de proteinas de funcion desconocida (ORFs). El analisis
in silico de dichas proteinas mostré un enriquecimiento en proteinas
relacionadas con transporte y localizacion de proteinas en la célula,

especialmente en el trafico vesicular.

Se identificd un gran numero de proteinas humanas adheridas a la superficie
de las hifas de C. albicans inducidas con un 10% de suero humano entre
ellas se encuentra el fibrindgeno, plasmindgeno, laminina, todas las
proteinas de la via comun de la cascada del complemento (C3, C4, C5, C6,

C7, C8, y C9) y diversas apoliproteinas.

La proteina Ecm33 obtenida en un sistema de expresion libre de células no
resultdé un buen biomarcador para el diagnéstico de candidemia en las
condiciones ensayadas ya que no permitid distinguir entre sueros de
pacientes con candidemia y sueros control. Por otra parte, ensayos similares
con la proteina Bgl2 obtenida mediante el mismo sistema no presentaron

suficiente sensibilidad.

La proteina Bgl2p expresada en P. pastoris utilizada en ensayos de
inmunizacion en modelo de ratén presentd una proteccién del 25% de los
ratones infectados con C. albicans, por lo tanto es una buena candidata para
futuros estudios con nuevos protocolos de inmunizacién. Por otro lado, en el
ensayo de vacunacion con 3ug de la proteina Ecm33 se observd un retraso
de entre 3 y 5 dias en la muerte de los ratones vacunados frente a los

ratones sin vacunar.

170



Bibliografia

BIBLIOGRAFIA

171






Bibliografia

9. BILIOGRAFIA

Ablordeppey, S. Y., P. Fan, et al. (1999). "Systemic antifungal agents
against AIDS-related opportunistic infections: current status and
emerging drugs in development." Curr Med Chem 6(12): 1151-1195.

Aerts, A. M., 1. E. Francois, et al. (2008). "The mode of antifungal action of
plant, insect and human defensins." Cell Mol Life Sci 65(13): 2069-
2079.

Aguado, J. M., I. Ruiz-Camps, et al. (2011). "[Guidelines for the treatment
of Invasive Candidiasis and other yeasts. Spanish Society of
Infectious Diseases and Clinical Microbiology (SEIMC). 2010
Update]." Enferm Infecc Microbiol Clin 29(5): 345-361.

Ahmad, E., M. T. Fatima, et al. (2012). "Plasma beads loaded with Candida
albicans cytosolic proteins impart protection against the fungal
infection in BALB/c mice." Vaccine 30(48): 6851-6858.

Ahmad, S., Z. Khan, et al. (2012). "Performance comparison of phenotypic
and molecular methods for detection and differentiation of Candida
albicans and Candida dubliniensis." BMC Infect Dis 12: 230.

Alam, F. F., A. S. Mustafa, et al. (2007). "Comparative evaluation of (1, 3)-
beta-D-glucan, mannan and anti-mannan antibodies, and Candida
species-specific snPCR in patients with candidemia." BMC Infect Dis
7: 103.

Albrecht, A., A. Felk, et al. (2006). "Glycosylphosphatidylinositol-anchored
proteases of Candida albicans target proteins necessary for both
cellular processes and host-pathogen interactions." ] Biol Chem
281(2): 688-694.

Albuquerque, P. C., E. S. Nakayasu, et al. (2008). "Vesicular transport in
Histoplasma capsulatum: an effective mechanism for trans-cell wall
transfer of proteins and lipids in ascomycetes." Cell Microbiol 10(8):
1695-1710.

Almeida, R. S., S. Brunke, et al. (2008). "the hyphal-associated adhesin and
invasin Als3 of Candida albicans mediates iron acquisition from host
ferritin." PLoS Pathog 4(11): e1000217.

Almirante, B., J. D. Colmenero, et al. (2008). "[Current infectious disease
care in Spain]." Enferm Infecc Microbiol Clin 26 Suppl 15: 23-32.

Andes, D., A. Lepak, et al. (2005). "A simple approach for estimating gene
expression in Candida albicans directly from a systemic infection
site." J Infect Dis 192(5): 893-900.

Andrews, J. I., D. K. Fleener, et al. (2007). "The yeast connection: is
Candida linked to breastfeeding associated pain?" Am ] Obstet
Gynecol 197(4): 424 e421-424.

173



Bibliografia

Arancia, S., A. Carattoli, et al. (2006). "Use of 65 kDa mannoprotein gene
primers in Real Time PCR identification of Candida albicans in
biological samples." Mol Cell Probes 20(5): 263-268.

Arendrup, M. C. (2010). "Epidemiology of invasive candidiasis." Curr Opin
Crit Care 16(5): 445-452.

Arendse, T. and H. Orth (2008). "Candida species: species distribution and
antifungal susceptibility patterns." S Afr Med ] 98(6): 455-456.

Argimon, S., J. A. Wishart, et al. (2007). "Developmental regulation of an
adhesin gene during cellular morphogenesis in the fungal pathogen
Candida albicans." Eukaryot Cell 6(4): 682-692.

Badiee, P., A. Alborzi, et al. (2011). "Susceptibility of Candida species
isolated from immunocompromised patients to antifungal agents."
East Mediterr Health J 17(5): 425-430.

Bailey, D. A., P. J. Feldmann, et al. (1996). "The Candida albicans HYR1
gene, which is activated in response to hyphal development, belongs
to a gene family encoding yeast cell wall proteins." ] Bacteriol
178(18): 5353-5360.

Bennett, R. J. and A. D. Johnson (2005). "Mating in Candida albicans and
the search for a sexual cycle." Annu Rev Microbiol 59: 233-255.

Bikandi, J., M. D. Moragues, et al. (2000). "Influence of environmental pH
on the reactivity of Candida albicans with salivary IgA." ] Dent Res
79(6): 1439-1442.

Blanco, J. L. and M. E. Garcia (2008). "Immune response to fungal
infections." Vet Immunol Immunopathol 125(1-2): 47-70.

Bonhomme, J., M. Chauvel, et al. (2011). "Contribution of the glycolytic flux
and hypoxia adaptation to efficient biofilm formation by Candida
albicans." Mol Microbiol 80(4): 995-1013.

Boone, C., S. S. Sommer, et al. (1990). "Yeast KRE genes provide evidence
for a pathway of cell wall beta-glucan assembly." J Cell Biol 110(5):
1833-1843.

Bougnoux, M. E., A. Tavanti, et al. (2003). "Collaborative consensus for
optimized multilocus sequence typing of Candida albicans." ] Clin
Microbiol 41(11): 5265-5266.

Bourgeois, C., O. Majer, et al. (2010). "Fungal attacks on mammalian
hosts: pathogen elimination requires sensing and tasting." Curr Opin
Microbiol 13(4): 401-408.

Bouza, E. and P. Munoz (2008). "Epidemiology of candidemia in intensive
care units." Int J Antimicrob Agents 32 Suppl 2: S87-91.

174



Bibliografia

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.

Brand, A., D. M. MacCallum, et al. (2004). "Ectopic expression of URA3 can
influence the virulence phenotypes and proteome of Candida albicans
but can be overcome by targeted reintegration of URA3 at the RPS10
locus." Eukaryot Cell 3(4): 900-909.

Braun, B. R., W. S. Head, et al. (2000). "Identification and characterization
of TUP1-regulated genes in Candida albicans." Genetics 156(1): 31-
44,

Braun, B. R. and A. D. Johnson (2000). "TUP1, CPH1 and EFG1l make
independent contributions to filamentation in candida albicans."
Genetics 155(1): 57-67.

Braun, B. R., M. van Het Hoog, et al. (2005). "A human-curated annotation
of the Candida albicans genome." PLoS Genet 1(1): 36-57.

Brena, S., M. ]J. Omaetxebarria, et al. (2007). "Fungicidal monoclonal
antibody C7 binds to Candida albicans Als3." Infect Immun 75(7):
3680-3682.

Bromuro, C., A. Torosantucci, et al. (1994). "Differential release of an
immunodominant 65 kDa mannoprotein antigen from yeast and
mycelial forms of Candida albicans." J Med Vet Mycol 32(6): 447-
459,

Brown, A. J. and N. A. Gow (1999). "Regulatory networks controlling
Candida albicans morphogenesis." Trends Microbiol 7(8): 333-338.

Brown, A. J., F. C. Odds, et al. (2007). "Infection-related gene expression in
Candida albicans." Curr Opin Microbiol 10(4): 307-313.

Brunke, S. and B. Hube (2012). "Two unlike cousins: Candida albicans and
C. glabrata infection strategies." Cell Microbiol.

Bulawa, C. E. (1993). "Genetics and molecular biology of chitin synthesis in
fungi." Annu Rev Microbiol 47: 505-534.

Butler, G., M. D. Rasmussen, et al. (2009). "Evolution of pathogenicity and
sexual reproduction in eight Candida genomes." Nature 459(7247):
657-662.

Cabezon, V., A. Llama-Palacios, et al. (2009). "Analysis of Candida albicans
plasma membrane proteome." Proteomics 9(20): 4770-4786.

Calderon, J., M. Zavrel, et al. (2010). "PHR1, a pH-regulated gene of
Candida albicans encoding a glucan-remodelling enzyme, is required
for adhesion and invasion." Microbiology 156(Pt 8): 2484-2494.

175



Bibliografia

Calderone, R., F. C. Odds, et al. (2009). "Candida albicans: fundamental
research on an opportunistic human pathogen." FEMS Yeast Res
9(7): 971-972.

Calderone, R. A. (1993). "Molecular interactions at the interface of Candida
albicans and host cells." Arch Med Res 24(3): 275-279.

Calderone, R. A. and W. A. Fonzi (2001). "Virulence factors of Candida
albicans." Trends Microbiol 9(7): 327-335.

Caro, L. H., H. Tettelin, et al. (1997). "In silicio identification of glycosyl-
phosphatidylinositol-anchored plasma-membrane and cell wall
proteins of Saccharomyces cerevisiae." Yeast 13(15): 1477-14809.

Carvalho, A., C. Cunha, et al. (2012). "Immunity and tolerance to fungi in
hematopoietic transplantation: principles and perspectives." Front
Immunol 3: 156.

Casadevall, A., J. D. Nosanchuk, et al. (2009). "Vesicular transport across
the fungal cell wall." Trends Microbiol 17(4): 158-162.

Casadevall, A. and L. A. Pirofski (2001). "Adjunctive immune therapy for
fungal infections." Clin Infect Dis 33(7): 1048-1056.

Casanova, M., J. P. Martinez, et al. (1990). "Fab fragments from a
monoclonal antibody against a germ tube mannoprotein block the
yeast-to-mycelium transition in Candida albicans." Infect Immun
58(11): 3810-3812.

Cassone, A. (2008). "Fungal vaccines: real progress from real challenges."
Lancet Infect Dis 8(2): 114-124.

Castillo, L., E. Calvo, et al. (2008). "A study of the Candida albicans cell wall
proteome." Proteomics 8(18): 3871-3881.

Castillo, L., D. M. MacCallum, et al. (2011). "Differential regulation of kidney
and spleen cytokine responses in mice challenged with pathology-
standardized doses of Candida albicans mannosylation mutants."
Infect Immun 79(1): 146-152.

Castillo, L., A. I. Martinez, et al. (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 beta-1,3-glucan." Yeast 20(11): 973-983.

Castillo, L., A. I. Martinez, et al. (2006). "Genomic response programs of
Candida albicans following protoplasting and regeneration." Fungal
Genet Biol 43(2): 124-134.

Clancy, C. J., M. L. Nguyen, et al. (2008). "Immunoglobulin G responses to
a panel of Candida albicans antigens as accurate and early markers
for the presence of systemic candidiasis." ] Clin Microbiol 46(5):
1647-1654.

176



Bibliografia

Clemons, K. V., V. L. Calich, et al. (2000). "Pathogenesis I: interactions of
host cells and fungi." Med Mycol 38 Suppl 1: 99-111.

Colom, M. F., A. Jover, et al. (2006). "[Molecular biology in the diagnosis of
deep-seated candidiasis in the critically ill hon-neutropenic patient]."
Rev Iberoam Micol 23(1): 26-28.

Collette, J. R. and M. C. Lorenz (2011). "Mechanisms of immune evasion in
fungal pathogens." Curr Opin Microbiol 14(6): 668-675.

Crowe, J. D., I. K. Sievwright, et al. (2003). "Candida albicans binds human
plasminogen: identification of eight plasminogen-binding proteins."
Mol Microbiol 47(6): 1637-1651.

Cuetara, M. S., A. Alhambra, et al. (2009). "Detection of (1-->3)-beta-D-
glucan as an adjunct to diagnosis in a mixed population with
uncommon proven invasive fungal diseases or with an unusual clinical
presentation.” Clin Vaccine Immunol 16(3): 423-426.

Chaffin, W. L. (2008). "Candida albicans cell wall proteins." Microbiol Mol
Biol Rev 72(3): 495-544.

Chaffin, W. L., J. L. Lopez-Ribot, et al. (1998). "Cell wall and secreted
proteins of Candida albicans: identification, function, and expression."
Microbiol Mol Biol Rev 62(1): 130-180.

Chattaway, F. W., M. R. Holmes, et al. (1968). "Cell wall composition of the
mycelial and blastospore forms of Candida albicans." J Gen Microbiol
51(3): 367-376.

Chauhan, A., Z. Swaleha, et al. (2011). "Escheriosome mediated cytosolic
delivery of Candida albicans cytosolic proteins induces enhanced
cytotoxic T lymphocyte response and protective immunity." Vaccine
29(33): 5424-5433.

Chauhan, N., D. Inglis, et al. (2003). "Candida albicans response regulator
gene SSK1 regulates a subset of genes whose functions are
associated with cell wall biosynthesis and adaptation to oxidative
stress." Eukaryot Cell 2(5): 1018-1024.

Cheng, S. C., L. A. Joosten, et al. (2012). "Interplay between Candida
albicans and the mammalian innate host defense." Infect Immun
80(4): 1304-1313.

Chu, W. S., B. B. Magee, et al. (1993). "Construction of an Sfil
macrorestriction map of the Candida albicans genome." ] Bacteriol
175(20): 6637-6651.

De Bernardis, F., H. Liu, et al. (2007). "Human domain antibodies against
virulence traits of Candida albicans inhibit fungus adherence to
vaginal epithelium and protect against experimental vaginal
candidiasis." ] Infect Dis 195(1): 149-157.

177



Bibliografia

De Bernardis, F., F. A. Muhlschlegel, et al. (1998). "The pH of the host niche
controls gene expression in and virulence of Candida albicans." Infect
Immun 66(7): 3317-3325.

De Bernardis, F., G. Santoni, et al. (2010). "Protection against rat vaginal
candidiasis by adoptive transfer of vaginal B lymphocytes." FEMS
Yeast Res 10(4): 432-440.

de Boer, A. D., P. W. de Groot, et al. (2010). "The Candida albicans cell wall
protein Rhd3/Pga29 is abundant in the yeast form and contributes to
virulence." Yeast 27(8): 611-624.

De Groot, P. W., A. D. de Boer, et al. (2004). "Proteomic analysis of
Candida albicans cell walls reveals covalently bound carbohydrate-
active enzymes and adhesins." Eukaryot Cell 3(4): 955-965.

De Groot, P. W., K. J. Hellingwerf, et al. (2003). "Genome-wide
identification of fungal GPI proteins." Yeast 20(9): 781-796.

De Jesus, M., A. M. Nicola, et al. (2009). "Galactoxylomannan-mediated
immunological paralysis results from specific B cell depletion in the
context of widespread immune system damage." J Immunol 183(6):
3885-3894.

de Pauw, B. E. and J. J. Picazo (2008). "Present situation in the treatment
of invasive fungal infection." Int J Antimicrob Agents 32 Suppl 2:
S167-171.

Del Palacio, A., M. S. Cuetara, et al. (2010). "Serum (1->3)-{beta}-D-
Glucan assay for the diagnosis of Pneumocystis jiroveci pneumonia."
Clin Vaccine Immunol 17(1): 202-203; author reply 203.

Dranginis, A. M., J. M. Rauceo, et al. (2007). "A biochemical guide to yeast
adhesins: glycoproteins for social and antisocial occasions." Microbiol
Mol Biol Rev 71(2): 282-294.

Dunkler, A., A. Walther, et al. (2005). "Candida albicans CHT3 encodes the
functional homolog of the Ctsl chitinase of Saccharomyces
cerevisiae." Fungal Genet Biol 42(11): 935-947.

Dupont, B. F., O. Lortholary, et al. (2009). "Treatment of candidemia and
invasive candidiasis in the intensive care unit: post hoc analysis of a
randomized, controlled trial comparing micafungin and liposomal
amphotericin B." Crit Care 13(5): R159.

Ebanks, R. O., K. Chisholm, et al. (2006). "Proteomic analysis of Candida
albicans yeast and hyphal cell wall and associated proteins.”
Proteomics 6(7): 2147-2156.

Eisenhaber, B., P. Bork, et al. (1998). "Sequence properties of GPI-
anchored proteins near the omega-site: constraints for the
polypeptide binding site of the putative transamidase." Protein Eng
11(12): 1155-1161.

178



Bibliografia

Eisenhaber, B., P. Bork, et al. (2001). "Post-translational GPI lipid anchor
modification of proteins in kingdoms of life: analysis of protein
sequence data from complete genomes." Protein Eng 14(1): 17-25.

Eisenman, H. C., S. Frases, et al. (2009). "Vesicle-associated melanization
in Cryptococcus neoformans." Microbiology 155(Pt 12): 3860-3867.

Eloy, O., S. Marque, et al. (2006). "Uniform distribution of three Candida
albicans microsatellite markers in two French ICU populations
supports a lack of nosocomial cross-contamination." BMC Infect Dis
6: 162.

Ene, I. V. and R. J. Bennett (2009). "Hwp1l and related adhesins contribute
to both mating and biofilm formation in Candida albicans." Eukaryot
Cell 8(12): 1909-1913.

Ene, I. V., S. C. Cheng, et al. (2013). "Growth of Candida albicans Cells on
the Physiologically Relevant Carbon Source Lactate Affects Their
Recognition and Phagocytosis by Immune Cells." Infect Immun
81(1): 238-248.

Ene, I. V., C. J. Heilmann, et al. (2012). "Carbon source-induced
reprogramming of the cell wall proteome and secretome modulates
the adherence and drug resistance of the fungal pathogen Candida
albicans." Proteomics 12(21): 3164-3179.

Enjalbert, B., D. A. Smith, et al. (2006). "Role of the Hogl stress-activated
protein kinase in the global transcriptional response to stress in the
fungal pathogen Candida albicans." Mol Biol Cell 17(2): 1018-1032.

Enjalbert, B. and M. Whiteway (2005). "Release from quorum-sensing
molecules triggers hyphal formation during Candida albicans
resumption of growth." Eukaryot Cell 4(7): 1203-1210.

Ernst, J. F. (2000). "Transcription factors in Candida albicans -
environmental control of morphogenesis." Microbiology 146 ( Pt 8):
1763-1774.

Espinel-Ingroff, A. (2008). "Mechanisms of resistance to antifungal agents:
yeasts and filamentous fungi." Rev Iberoam Micol 25(2): 101-106.

Esteban, P. F., I. Rios, et al. (2005). "Characterization of the CaENG1 gene
encoding an endo-1,3-beta-glucanase involved in cell separation in
Candida albicans." Curr Microbiol 51(6): 385-392.

Farahyar, S., F. Zaini, et al. (2013). "Overexpression of aldo-keto-reductase
in azole-resistant clinical isolates of Candida glabrata determined by
cDNA-AFLP." Daru 21(1): 1.

Fernandez-Arenas, E., G. Molero, et al. (2004). "Contribution of the
antibodies response induced by a low virulent Candida albicans strain
in protection against systemic candidiasis." Proteomics 4(4): 1204-
1215.

179



Bibliografia

Ferwerda, G., M. G. Netea, et al. (2010). "The role of Toll-like receptors and
C-type lectins for vaccination against Candida albicans." Vaccine
28(3): 614-622.

Filler, G. and J. Feber (2002). "The transplanted child: New
immunosuppressive agents and the need for pharmacokinetic
monitoring." Paediatr Child Health 7(8): 525-532.

Fonzi, W. A. (1999). "PHR1 and PHR2 of Candida albicans encode putative
glycosidases required for proper cross-linking of beta-1,3- and beta-
1,6-glucans." ] Bacteriol 181(22): 7070-7079.

Fradin, C., P. De Groot, et al. (2005). "Granulocytes govern the
transcriptional response, morphology and proliferation of Candida
albicans in human blood." Mol Microbiol 56(2): 397-415.

Fradin, C., M. Kretschmar, et al. (2003). "Stage-specific gene expression of
Candida albicans in human blood." Mol Microbiol 47(6): 1523-1543.

Fratti, R. A., P. H. Belanger, et al. (1998). "Endothelial cell injury caused by
Candida albicans is dependent on iron." Infect Immun 66(1): 191-
196.

Frohner, I. E., C. Bourgeois, et al. (2009). "Candida albicans cell surface
superoxide dismutases degrade host-derived reactive oxygen species
to escape innate immune surveillance." Mol Microbiol 71(1): 240-
252.

Fu, X. H., F. L. Meng, et al. (2008). "Candida albicans, a distinctive fungal
model for cellular aging study." Aging Cell 7(5): 746-757.

Fujita, S., T. Takamura, et al. (2006). "Evaluation of a newly developed
down-flow immunoassay for detection of serum mannan antigens in
patients with candidaemia." J Med Microbiol 55(Pt 5): 537-543.

Fukazawa, Y. and K. Kagaya (1997). "Molecular bases of adhesion of
Candida albicans." J Med Vet Mycol 35(2): 87-99.

Gale, C. A., C. M. Bendel, et al. (1998). "Linkage of adhesion, filamentous
growth, and virulence in Candida albicans to a single gene, INT1."
Science 279(5355): 1355-1358.

Ganz, T. (2002). "Immunology. Versatile defensins." Science 298(5595):
977-979.

Garcera, A., A. I. Martinez, et al. (2003). "Identification and study of a
Candida albicans protein homologous to Saccharomyces cerevisiae
Ssrip, an internal cell-wall protein." Microbiology 149(Pt 8): 2137-
2145,

Garcia-Sanchez, S., A. L. Mavor, et al. (2005). "Global roles of Ssn6 in
Tupl- and Nrgl-dependent gene regulation in the fungal pathogen,
Candida albicans." Mol Biol Cell 16(6): 2913-2925.

180



Bibliografia

Garey, K. W., M. Rege, et al. (2006). "Time to initiation of fluconazole
therapy impacts mortality in patients with candidemia: a multi-
institutional study." Clin Infect Dis 43(1): 25-31.

Gauglitz, G. G., H. Callenberg, et al. (2012). "Host defence against Candida
albicans and the role of pattern-recognition receptors." Acta Derm
Venereol 92(3): 291-298.

Gaur, N. K., R. L. Smith, et al. (2002). "Candida albicans and
Saccharomyces cerevisiae expressing ALA1/ALS5 adhere to
accessible threonine, serine, or alanine patches." Cell Commun Adhes
9(1): 45-57.

Georgopapadakou, N. H. and T. J. Walsh (1996). "Antifungal agents:
chemotherapeutic targets and immunologic strategies." Antimicrob
Agents Chemother 40(2): 279-291.

Ghoneum, M., I. Grewal, et al. (2003). "Phagocytosis of candida albicans by
lymphatic tumour cells in vitro." Acta Histochem 105(2): 127-133.

Gil, M. L., M. L. Delgado, et al. (2001). "The Candida albicans cell wall-
associated glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase activity
increases in response to starvation and temperature upshift." Med
Mycol 39(5): 387-394.

Gil, M. L. and D. Gozalbo (2009). "Role of Toll-like receptors in systemic
Candida albicans infections." Front Biosci 14: 570-582.

Gillum, A. M., E. Y. Tsay, et al. (1984). "Isolation of the Candida albicans
gene for orotidine-5'-phosphate decarboxylase by complementation
of S. cerevisiae ura3 and E. coli pyrF mutations." Mol Gen Genet
198(1): 179-182.

Glick, B. S. and V. Malhotra (1998). "The curious status of the Golgi
apparatus.” Cell 95(7): 883-889.

Glockner, A. (2011). "Treatment and prophylaxis of invasive candidiasis
with anidulafungin, caspofungin and micafungin:review of the
literature." Eur J Med Res 16(4): 167-179.

Gomez, J., E. Garcia-Vazquez, et al. (2010). "Nosocomial candidemia at a
general hospital: prognostic factors and impact of early empiric
treatment on outcome (2002-2005)." Med Clin (Barc) 134(1): 1-5.

Gomez, M. J., A. Torosantucci, et al. (1996). "Purification and biochemical
characterization of a 65-kilodalton mannoprotein (MP65), a main
target of anti-Candida cell-mediated immune responses in humans."
Infect Immun 64(7): 2577-2584.

Gow, N. A. (2002). "Candida albicans switches mates." Mol Cell 10(2): 217-
218.

181



Bibliografia

Gow, N. A., A. J. Brown, et al. (2002). "Fungal morphogenesis and host
invasion." Curr Opin Microbiol 5(4): 366-371.

Gow, N. A., F. L. van de Veerdonk, et al. (2012). "Candida albicans
morphogenesis and host defence: discriminating invasion from
colonization." Nat Rev Microbiol 10(2): 112-122.

Gozalbo, D., I. Gil-Navarro, et al. (1998). "The cell wall-associated
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase of Candida albicans is
also a fibronectin and laminin binding protein." Infect Immun 66(5):
2052-2059.

Granger, B. L., M. L. Flenniken, et al. (2005). "Yeast wall protein 1 of
Candida albicans." Microbiology 151(Pt 5): 1631-1644.

Green, C. B., X. Zhao, et al. (2005). "Use of green fluorescent protein and
reverse transcription-PCR to monitor Candida albicans agglutinin-like
sequence gene expression in a murine model of disseminated
candidiasis." Infect Immun 73(3): 1852-1855.

Gupta, A. K. and E. Tomas (2003). "New antifungal agents." Dermatol Clin
21(3): 565-576.

Hachem, R., H. Hanna, et al. (2008). "The changing epidemiology of
invasive candidiasis: Candida glabrata and Candida krusei as the
leading causes of candidemia in hematologic malignancy." Cancer
112(11): 2493-2499.

Han, T. L., R. D. Cannon, et al. (2011). "The metabolic basis of Candida
albicans morphogenesis and quorum sensing." Fungal Genet Biol
48(8): 747-763.

Han, Y. and K. Y. Rhew (2012). "Comparison of two Candida mannan
vaccines: the role of complement in protection against disseminated
candidiasis." Arch Pharm Res 35(11): 2021-2027.

Hanahan, D. (1983). "Studies on transformation of Escherichia coli with
plasmids." J Mol Biol 166(4): 557-580.

Hedges, S. B. (2002). "The origin and evolution of model organisms." Nat
Rev Genet 3(11): 838-849.

Heilmann, C. J., A. G. Sorgo, et al. (2012). "News from the fungal front:
wall proteome dynamics and host-pathogen interplay." PLoS Pathog
8(12): e1003050.

Heilmann, C. J., A. G. Sorgo, et al. (2011). "Hyphal induction in the human
fungal pathogen Candida albicans reveals a characteristic wall protein
profile." Microbiology 157 (Pt 8): 2297-2307.

Hemmann, S., K. Blaser, et al. (1997). "Allergens of Aspergillus fumigatus
and Candida boidinii share IgE-binding epitopes." Am J Respir Crit
Care Med 156(6): 1956-1962.

182



Bibliografia

Hernaez, M. L., P. Ximenez-Embun, et al. (2010). "Identification of Candida
albicans exposed surface proteins in vivo by a rapid proteomic
approach." ]J Proteomics 73(7): 1404-1409.

Hernandez, R., C. Nombela, et al. (2004). "Two-dimensional reference map
of Candida albicans hyphal forms." Proteomics 4(2): 374-382.

Herrero, A. B., D. Uccelletti, et al. (2002). "The Golgi GDPase of the fungal
pathogen Candida albicans affects morphogenesis, glycosylation, and
cell wall properties." Eukaryot Cell 1(3): 420-431.

Hirsch, T., F. Jacobsen, et al. (2008). "Host defense peptides and the new
line of defence against multiresistant infections." Protein Pept Lett
15(3): 238-243.

Hoehamer, C. F., E. D. Cummings, et al. (2010). "Changes in the proteome
of Candida albicans in response to azole, polyene, and echinocandin
antifungal agents." Antimicrob Agents Chemother 54(5): 1655-1664.

Horisberger, M. and M. F. Clerc (1988). "Ultrastructural localization of
anionic sites on the surface of yeast, hyphal and germ-tube forming
cells of Candida albicans." Eur J Cell Biol 46(3): 444-452.

Hostetter, M. K. (1999). "Integrin-like proteins in Candida spp. and other
microorganisms." Fungal Genet Biol 28(3): 135-145.

Hostetter, M. K. (2008). "The iC3b receptor of Candida albicans and its roles
in pathogenesis." Vaccine 26 Suppl 8: 1108-112.

Hoyer, L. L. (2001). "The ALS gene family of Candida albicans." Trends
Microbiol 9(4): 176-180.

Hoyer, L. L., T. L. Payne, et al. (1998). "Candida albicans ALS3 and insights
into the nature of the ALS gene family." Curr Genet 33(6): 451-459.

Hoyer, L. L., T. L. Payne, et al. (1998). "Identification of Candida albicans
ALS2 and ALS4 and localization of als proteins to the fungal cell
surface." J Bacteriol 180(20): 5334-5343.

Hube, B., M. Monod, et al. (1994). "Expression of seven members of the
gene family encoding secretory aspartyl proteinases in Candida
albicans." Mol Microbiol 14(1): 87-99.

Hube, B. and J. Naglik (2001). "Candida albicans proteinases: resolving the
mystery of a gene family." Microbiology 147 (Pt 8): 1997-2005.

Hube, B., F. Stehr, et al. (2000). "Secreted lipases of Candida albicans:
cloning, characterisation and expression analysis of a new gene
family with at least ten members." Arch Microbiol 174(5): 362-374.

Ibrahim, A. S., B. ]. Spellberg, et al. (2006). "The anti-Candida vaccine
based on the recombinant N-terminal domain of Alslp is broadly
active against disseminated candidiasis." Infect Immun 74(5): 3039-
3041.

183



Bibliografia

Insenser, M., C. Nombela, et al. (2006). "Proteomic analysis of detergent-
resistant membranes from Candida albicans." Proteomics 6 Suppl 1:
S74-81.

Ito, J. 1., J. M. Lyons, et al. (2009). "Vaccine progress." Med Mycol 47
Suppl 1: S394-400.

Jacobsen, I. D., D. Wilson, et al. (2012). "Candida albicans dimorphism as a
therapeutic target." Expert Rev Anti Infect Ther 10(1): 85-93.

Janeway, C. A., Jr. and R. Medzhitov (2002). "Innate immune recognition."
Annu Rev Immunol 20: 197-216.

Johnson, D. C., K. E. Cano, et al. (2005). "Novel regulatory function for the
CCAAT-binding factor in Candida albicans." Eukaryot Cell 4(10):
1662-1676.

Jones, T., N. A. Federspiel, et al. (2004). "The diploid genome sequence of
Candida albicans." Proc Natl Acad Sci U S A 101(19): 7329-7334.

Jong, A. Y., S. H. Chen, et al. (2003). "Binding of Candida albicans enolase
to plasmin(ogen) results in enhanced invasion of human brain
microvascular endothelial cells." J Med Microbiol 52(Pt 8): 615-622.

Kadosh, D. and A. D. Johnson (2001). "Rfgl, a protein related to the
Saccharomyces cerevisiae hypoxic regulator Rox1l, controls
filamentous growth and virulence in Candida albicans." Mol Cell Biol
21(7): 2496-2505.

Kadosh, D. and A. D. Johnson (2005). "Induction of the Candida albicans
filamentous growth program by relief of transcriptional repression: a
genome-wide analysis." Mol Biol Cell 16(6): 2903-2912.

Karkowska-Kuleta, J., M. Rapala-Kozik, et al. (2009). "Fungi pathogenic to
humans: molecular bases of virulence of Candida albicans,
Cryptococcus neoformans and Aspergillus fumigatus." Acta Biochim
Pol 56(2): 211-224.

Kinneberg, K. M., C. M. Bendel, et al. (1999). "Effect of INT1 gene on
Candida albicans murine intestinal colonization." J Surg Res 87(2):
245-251.

Klis, F. M., P. de Groot, et al. (2001). "Molecular organization of the cell wall
of Candida albicans." Med Mycol 39 Suppl 1: 1-8.

Klis, F. M., G. J. Sosinska, et al. (2009). "Covalently linked cell wall proteins
of Candida albicans and their role in fithness and virulence." FEMS
Yeast Res 9(7): 1013-1028.

Klotz, S. A., R. C. Hein, et al. (1994). "The fibronectin adhesin of Candida
albicans." Infect Immun 62(10): 4679-4681.

184



Bibliografia

Klotz, S. A. and R. L. Smith (1992). "Glycosaminoglycans inhibit Candida
albicans adherence to extracellular matrix proteins." FEMS Microbiol
Lett 78(2-3): 205-208.

Kollar, R., B. B. Reinhold, et al. (1997). "Architecture of the yeast cell wall.
Beta(1-->6)-glucan interconnects mannoprotein, beta(1-->)3-glucan,
and chitin." J Biol Chem 272(28): 17762-17775.

Kondoh, O., Y. Tachibana, et al. (1997). "Cloning of the RHO1 gene from
Candida albicans and its regulation of beta-1,3-glucan synthesis." ]
Bacteriol 179(24): 7734-7741.

Koszul, R., A. Malpertuy, et al. (2003). "The complete mitochondrial
genome sequence of the pathogenic yeast Candida (Torulopsis)
glabrata." FEBS Lett 534(1-3): 39-48.

Kozel, T. R., L. C. Weinhold, et al. (1996). "Distinct characteristics of
initiation of the classical and alternative complement pathways by
Candida albicans." Infect Immun 64(8): 3360-3368.

Kulkarni, R. D., H. S. Kelkar, et al. (2003). "An eight-cysteine-containing
CFEM domain unique to a group of fungal membrane proteins."
Trends Biochem Sci 28(3): 118-121.

La Valle, R., S. Sandini, et al. (2000). "Generation of a recombinant 65-
kilodalton mannoprotein, a major antigen target of cell-mediated
immune response to Candida albicans." Infect Immun 68(12): 6777-
6784.

Laemmli, U. K. (1970). "Cleavage of structural proteins during the assembly
of the head of bacteriophage T4." Nature 227(5259): 680-685.

Lain, A., N. Elguezabal, et al. (2007). "Diagnosis of invasive candidiasis by
enzyme-linked immunosorbent assay using the N-terminal fragment
of Candida albicans hyphal wall protein 1." BMC Microbiol 7: 35.

Lan, C. Y., G. Rodarte, et al. (2004). "Regulatory networks affected by iron
availability in Candida albicans." Mol Microbiol 53(5): 1451-1469.

Leach, M. D., D. A. Stead, et al. (2011). "Identification of sumoylation
targets, combined with inactivation of SMT3, reveals the impact of
sumoylation upon growth, morphology, and stress resistance in the
pathogen Candida albicans." Mol Biol Cell 22(5): 687-702.

Leach, M. D., D. A. Stead, et al. (2011). "Molecular and proteomic analyses
highlight the importance of ubiquitination for the stress resistance,
metabolic adaptation, morphogenetic regulation and virulence of
Candida albicans." Mol Microbiol 79(6): 1574-1593.

Lee, K. H., S. Jun, et al. (2005). "Candida albicans protein analysis during
hyphal differentiation using an integrative HA-tagging method."
Biochem Biophys Res Commun 337(3): 784-790.

185



Bibliografia

Leng, P., P. R. Lee, et al. (2001). "Efgl, a morphogenetic regulator in
Candida albicans, is a sequence-specific DNA binding protein." ]
Bacteriol 183(13): 4090-4093.

Lewis, R. E. (2011). "Current concepts in antifungal pharmacology." Mayo
Clin Proc 86(8): 805-817.

Li

, F. and S. P. Palecek (2003). "EAP1, a Candida albicans gene involved in
binding human epithelial cells." Eukaryot Cell 2(6): 1266-1273.

Li

, F. and S. P. Palecek (2005). "Identification of Candida albicans genes
that induce Saccharomyces cerevisiae cell adhesion and
morphogenesis." Biotechnol Prog 21(6): 1601-1609.

Li

, F., M. 1. Svarovsky, et al. (2007). "Eaplp, an adhesin that mediates
Candida albicans biofilm formation in vitro and in vivo." Eukaryot Cell
6(6): 931-939.

Li, W., X. Hu, et al. (2011). "Immunisation with the glycolytic enzyme
enolase confers effective protection against Candida albicans infection
in mice." Vaccine 29(33): 5526-5533.

Lionakis, M. S. and M. G. Netea (2013). "Candida and host determinants of
susceptibility to invasive candidiasis." PLoS Pathog 9(1): e1003079.

Lipke, P. N. and R. Ovalle (1998). "Cell wall architecture in yeast: new
structure and new challenges." ] Bacteriol 180(15): 3735-3740.

Liu, T. T., R. E. Lee, et al. (2005). "Genome-wide expression profiling of the
response to azole, polyene, echinocandin, and pyrimidine antifungal
agents in Candida albicans." Antimicrob Agents Chemother 49(6):
2226-2236.

Liu, Y. and S. G. Filler (2011). "Candida albicans Als3, a multifunctional
adhesin and invasin." Eukaryot Cell 10(2): 168-173.

Lo, H. 1., J. R. Kohler, et al. (1997). "Nonfilamentous C. albicans mutants
are avirulent." Cell 90(5): 939-949.

Lohse, M. B. and A. D. Johnson (2010). "Temporal anatomy of an epigenetic
switch in cell programming: the white-opaque transition of C.
albicans." Mol Microbiol 78(2): 331-343.

Lorenz, M. C., J. A. Bender, et al. (2004). "Transcriptional response of
Candida albicans upon internalization by macrophages." Eukaryot Cell
3(5): 1076-1087.

Losse, 1., P. F. Zipfel, et al. (2010). "Factor H and factor H-related protein 1
bind to human neutrophils via complement receptor 3, mediate
attachment to Candida albicans, and enhance neutrophil antimicrobial
activity." J Immunol 184(2): 912-921.

186



Bibliografia

Luo, G., A. S. Ibrahim, et al. (2010). "Candida albicans Hyrlp confers
resistance to neutrophil killing and is a potential vaccine target." ]
Infect Dis 201(11): 1718-1728.

Luo, S., R. Hoffmann, et al. (2013). "Glycerol-3-Phosphate Dehydrogenase
2 Is a Novel Factor H-, Factor H-like Protein 1-, and Plasminogen-
Binding Surface Protein of Candida albicans." ] Infect Dis 207(4):
594-603.

Magill, S. S., S. M. Swoboda, et al. (2009). "The epidemiology of Candida
colonization and invasive candidiasis in a surgical intensive care unit
where fluconazole prophylaxis is utilized: follow-up to a randomized
clinical trial." Ann Surg 249(4): 657-665.

Manners, D. 1., A. J. Masson, et al. (1973). "The structure of a beta-(1--6)-
D-glucan from yeast cell walls." Biochem J 135(1): 31-36.

Manning, M. and T. G. Mitchell (1980). "Analysis of cytoplasmic antigens of
the yeast and mycelial phases of Candida albicans by two-
dimensional electrophoresis." Infect Immun 30(2): 484-495.

Mao, Y., Z. Zhang, et al. (2008). "C-terminal signals regulate targeting of
glycosylphosphatidylinositol-anchored proteins to the cell wall or
plasma membrane in Candida albicans." Eukaryot Cell 7(11): 1906-
1915.

Marchais, V., M. Kempf, et al. (2005). "DNA array analysis of Candida
albicans gene expression in response to adherence to polystyrene."
FEMS Microbiol Lett 245(1): 25-32.

Martchenko, M., A. M. Alarco, et al. (2004). "Superoxide dismutases in
Candida albicans: transcriptional regulation and functional
characterization of the hyphal-induced SOD5 gene." Mol Biol Cell
15(2): 456-467.

Martinez-Gomariz, M., P. Perumal, et al. (2009). "Proteomic analysis of
cytoplasmic and surface proteins from yeast cells, hyphae, and
biofilms of Candida albicans." Proteomics 9(8): 2230-2252.

Martinez-Lopez, R., L. Monteoliva, et al. (2004). "The GPI-anchored protein
CaEcm33p is required for cell wall integrity, morphogenesis and
virulence in Candida albicans." Microbiology 150(Pt 10): 3341-3354.

Martinez-Lopez, R., C. Nombela, et al. (2008). "Immunoproteomic analysis
of the protective response obtained from vaccination with Candida
albicans ecm33 cell wall mutant in mice." Proteomics 8(13): 2651-
2664.

Martinez-Lopez, R., H. Park, et al. (2006). "Candida albicans Ecm33p is
important for normal cell wall architecture and interactions with host
cells." Eukaryot Cell 5(1): 140-147.

187



Bibliografia

Matthews, R. and J. Burnie (1996). "Antibodies against Candida: potential
therapeutics?" Trends Microbiol 4(9): 354-358.

Matthews, R., S. Hodgetts, et al. (1995). "Preliminary assessment of a
human recombinant antibody fragment to hsp90 in murine invasive
candidiasis." J Infect Dis 171(6): 1668-1671.

Matthews, R. C., J. P. Burnie, et al. (1991). "Autoantibody to heat-shock
protein 90 can mediate protection against systemic candidosis."

Immunology 74(1): 20-24.

Matthews, R. C., G. Rigg, et al. (2003). "Preclinical assessment of the
efficacy of mycograb, a human recombinant antibody against fungal
HSP90." Antimicrob Agents Chemother 47(7): 2208-2216.

Mavor, A. L., S. Thewes, et al. (2005). "Systemic fungal infections caused
by Candida species: epidemiology, infection process and virulence
attributes." Curr Drug Targets 6(8): 863-874.

Mayer, F. L., D. Wilson, et al. (2013). "Candida albicans pathogenicity
mechanisms." Virulence 4(2).

Medzhitov, R. and C. A. Janeway, Jr. (1997). "Innate immunity: impact on
the adaptive immune response." Curr Opin Immunol 9(1): 4-9.

Medzhitov, R. and C. A. Janeway, Jr. (2002). "Decoding the patterns of self
and nonself by the innate immune system." Science 296(5566): 298-
300.

Merenstein, D., H. Hu, et al. (2013). "Colonization by Candida Species of
the Oral and Vaginal Mucosa in HIV-Infected and Noninfected
Women." AIDS Res Hum Retroviruses 29(1): 30-34.

Mochon, A. B., Y. Jin, et al. (2010). "Serological profiling of a Candida
albicans protein microarray reveals permanent host-pathogen
interplay and stage-specific responses during candidemia." PLoS
Pathog 6(3): €1000827.

Mokaddas, E., Z. U. Khan, et al. (2011). "Value of (1-3)-beta-d-glucan,
Candida mannan and Candida DNA detection in the diagnosis of
candidaemia." Clin Microbiol Infect 17(10): 1549-1553.

Monod, M., B. Hube, et al. (1998). "Differential regulation of SAP8 and
SAP9, which encode two new members of the secreted aspartic
proteinase family in Candida albicans." Microbiology 144 ( Pt 10):
2731-2737.

Monteoliva, L., R. Martinez-Lopez, et al. (2011). "Quantitative proteome
and acidic subproteome profiling of Candida albicans yeast-to-hypha
transition." J Proteome Res 10(2): 502-517.

188



Bibliografia

Moragues, M. D., N. Ortiz, et al. (2004). "[Evaluation of a new commercial
test (Candida albicans IFA IgG) for the serodiagnosis of invasive
candidiasis]." Enferm Infecc Microbiol Clin 22(2): 83-88.

Murad, A. M., P. Leng, et al. (2001). "NRG1 represses yeast-hypha
morphogenesis and hypha-specific gene expression in Candida
albicans." EMBO J 20(17): 4742-4752.

Naglik, J. R., S. J. Challacombe, et al. (2003). "Candida albicans secreted
aspartyl proteinases in virulence and pathogenesis." Microbiol Mol
Biol Rev 67(3): 400-428, table of contents.

Naglik, J. R., C. A. Rodgers, et al. (2003). "Differential expression of
Candida albicans secreted aspartyl proteinase and phospholipase B
genes in humans correlates with active oral and vaginal infections." ]
Infect Dis 188(3): 469-479.

Nailis, H., D. Vandenbosch, et al. (2010). "Transcriptional response to
fluconazole and amphotericin B in Candida albicans biofilms." Res
Microbiol 161(4): 284-292.

Nantel, A. (2006). "The long hard road to a completed Candida albicans
genome." Fungal Genet Biol 43(5): 311-315.

Nantel, A., D. Dignard, et al. (2002). "Transcription profiling of Candida
albicans cells undergoing the yeast-to-hyphal transition." Mol Biol Cell
13(10): 3452-3465.

Netea, M. G., N. A. Gow, et al. (2010). "Variable recognition of Candida
albicans strains by TLR4 and lectin recognition receptors." Med Mycol
48(7): 897-903.

Nguyen, M. H., M. C. Wissel, et al. (2012). "Performance of Candida real-
time polymerase chain reaction, beta-D-glucan assay, and blood
cultures in the diagnosis of invasive candidiasis." Clin Infect Dis
54(9): 1240-1248.

Nielsen, H., J. Engelbrecht, et al. (1997). "A neural network method for
identification of prokaryotic and eukaryotic signal peptides and
prediction of their cleavage sites." Int J Neural Syst 8(5-6): 581-599.

Nirenberg, M. W., J. H. Matthaei, et al. (1963). "Approximation of genetic
code via cell-free protein synthesis directed by template RNA." Fed
Proc 22: 55-61.

Nishiyama, Y., Y. Aoki, et al. (1995). "Morphological aspects of cell wall
formation during protoplast regeneration in Candida albicans." J
Electron Microsc (Tokyo) 44(2): 72-78.

Nobile, C. J., D. R. Andes, et al. (2006). "Critical role of Bcrl-dependent
adhesins in C. albicans biofilm formation in vitro and in vivo." PLoS
Pathog 2(7): e63.

189



Bibliografia

Nobile, C. J. and A. P. Mitchell (2005). "Regulation of cell-surface genes and
biofilm formation by the C. albicans transcription factor Bcrip." Curr
Biol 15(12): 1150-1155.

Nobile, C. J. and A. P. Mitchell (2009). "Large-scale gene disruption using
the UAU1 cassette." Methods Mol Biol 499: 175-194.

Nobile, C. 1., J. E. Nett, et al. (2009). "Biofilm matrix regulation by Candida
albicans Zap1." PLoS Biol 7(6): e1000133.

Nobile, C. J., H. A. Schneider, et al. (2008). "Complementary adhesin
function in C. albicans biofilm formation." Curr Biol 18(14): 1017-
1024.

Noble, S. M. and A. D. Johnson (2007). "Genetics of Candida albicans, a
diploid human fungal pathogen." Annu Rev Genet 41: 193-211.

Nombela, C., C. Gil, et al. (2006). "Non-conventional protein secretion in
yeast." Trends Microbiol 14(1): 15-21.

Nombela, C., R. Pomes, et al. (1987). "Protoplasts fusion hybrids from
Candida albicans morphological mutants." Crit Rev Microbiol 15(1):
79-85.

Nosanchuk, J. D., L. Nimrichter, et al. (2008). "A role for vesicular transport
of macromolecules across cell walls in fungal pathogenesis." Commun

Integr Biol 1(1): 37-39.

Noverr, M. C., S. M. Phare, et al. (2001). "Pathogenic yeasts Cryptococcus
neoformans and Candida albicans produce immunomodulatory
prostaglandins.” Infect Immun 69(5): 2957-2963.

Nucci, M., F. Queiroz-Telles, et al. (2010). "Epidemiology of opportunistic
fungal infections in Latin America." Clin Infect Dis 51(5): 561-570.

O'Connor, L., S. Lahiff, et al. (2005). "Quantification of ALS1 gene
expression in Candida albicans biofilms by RT-PCR using hybridisation
probes on the LightCycler." Mol Cell Probes 19(3): 153-162.

Obayashi, T., K. Negishi, et al. (2008). "Reappraisal of the serum (1-->3)-
beta-D-glucan assay for the diagnosis of invasive fungal infections--a
study based on autopsy cases from 6 years." Clin Infect Dis 46(12):
1864-1870.

Odabasi, Z., G. Mattiuzzi, et al. (2004). "Beta-D-glucan as a diagnostic
adjunct for invasive fungal infections: validation, cutoff development,
and performance in patients with acute myelogenous leukemia and
myelodysplastic syndrome." Clin Infect Dis 39(2): 199-205.

Odds, F. C., M. E. Bougnoux, et al. (2007). "Molecular phylogenetics of
Candida albicans." Eukaryot Cell 6(6): 1041-1052.

Ohta, A., H. Chibana, et al. (2000). "The VIG9 gene products from the
human pathogenic fungi Candida albicans and Candida glabrata

190



Bibliografia

encode GDP-mannose pyrophosphorylase." Biochim Biophys Acta
1475(3): 265-272.

Oliveira, D. L., L. Nimrichter, et al. (2009). "Cryptococcus neoformans
cryoultramicrotomy and vesicle fractionation reveals an intimate
association between membrane lipids and glucuronoxylomannan."
Fungal Genet Biol 46(12): 956-963.

Orozco, A. S., X. Zhou, et al. (2000). "Mechanisms of the proinflammatory
response of endothelial cells to Candida albicans infection." Infect
Immun 68(3): 1134-1141.

Orozco, P. A., J. A. Cortes, et al. (2009). "[Colonization by yeasts in
newborns and healthcare personnel in a neonatal intensive care unit
at a university hospital in Bogota, Colombia]." Rev Iberoam Micol
26(2): 108-111.

Ostrosky-Zeichner, L., B. D. Alexander, et al. (2005). "Multicenter clinical
evaluation of the (1-->3) beta-D-glucan assay as an aid to diagnosis
of fungal infections in humans." Clin Infect Dis 41(5): 654-659.

Osumi, M. (1998). "The ultrastructure of yeast: cell wall structure and
formation." Micron 29(2-3): 207-233.

Pappas, P. G. (2006). "Invasive candidiasis." Infect Dis Clin North Am
20(3): 485-506.

Pappas, P. G., D. Andes, et al. (2006). "Invasive fungal infections in low-
risk liver transplant recipients: a multi-center prospective
observational study." Am J Transplant 6(2): 386-391.

Pappas, P. G., C. A. Kauffman, et al. (2009). "Clinical practice guidelines for
the management of candidiasis: 2009 update by the Infectious
Diseases Society of America." Clin Infect Dis 48(5): 503-535.

Pardini, G., P. W. De Groot, et al. (2006). "The CRH family coding for cell
wall  glycosylphosphatidylinositol  proteins with a predicted
transglycosidase domain affects cell wall organization and virulence of
Candida albicans." ] Biol Chem 281(52): 40399-40411.

Pardo, M., L. Monteoliva, et al. (1999). "Two-dimensional analysis of
proteins secreted by Saccharomyces cerevisiae regenerating
protoplasts: a novel approach to study the cell wall." Yeast 15(6):
459-472.

Pardo, M., L. Monteoliva, et al. (2004). "PST1 and ECM33 encode two yeast
cell surface GPI proteins important for cell wall integrity."
Microbiology 150(Pt 12): 4157-4170.

Pardo, M., M. Ward, et al. (2000). "Cross-species identification of novel
Candida albicans immunogenic proteins by combination of two-
dimensional polyacrylamide gel electrophoresis and mass
spectrometry." Electrophoresis 21(13): 2651-2659.

191



Bibliografia

Parra-Ortega, B., H. Cruz-Torres, et al. (2009). "Phylogeny and evolution of
the aspartyl protease family from clinically relevant Candida species."
Mem Inst Oswaldo Cruz 104(3): 505-512.

Parra, C., J. M. Gonzalez, et al. (2005). "Anti-glucuronoxylomannan IgG1
specific antibodies production in Cryptococcus neoformans resistant
mice." Biomedica 25(1): 110-119.

Patel, P. K., J. E. Erlandsen, et al. (2012). "The Changing Epidemiology of
Oropharyngeal Candidiasis in Patients with HIV/AIDS in the Era of
Antiretroviral Therapy." AIDS Res Treat 2012: 262471.

Peman, J. and R. Zaragoza (2012). "Combined use of nonculture-based lab
techniques in the diagnosis and management of critically ill patients
with invasive fungal infections." Expert Rev Anti Infect Ther 10(11):
1321-1330.

Perez, A., B. Pedros, et al. (2006). "Biofilm formation by Candida albicans
mutants for genes coding fungal proteins exhibiting the eight-
cysteine-containing CFEM domain." FEMS Yeast Res 6(7): 1074-
1084.

Perez, A., G. Ramage, et al. (2011). "Some biological features of Candida
albicans mutants for genes coding fungal proteins containing the
CFEM domain." FEMS Yeast Res 11(3): 273-284.

Petraitiene, R., V. Petraitis, et al. (2005). "Efficacy, plasma
pharmacokinetics, and safety of icofungipen, an inhibitor of Candida
isoleucyl-tRNA synthetase, in treatment of experimental disseminated
candidiasis in persistently neutropenic rabbits." Antimicrob Agents
Chemother 49(5): 2084-2092.

Pfaller, M. A., M. Castanheira, et al. (2010). "Variation in Candida spp.
distribution and antifungal resistance rates among bloodstream
infection isolates by patient age: report from the SENTRY
Antimicrobial Surveillance Program (2008-2009)." Diagn Microbiol
Infect Dis 68(3): 278-283.

Pfaller, M. A., S. A. Messer, et al. (1998). "National epidemiology of
mycoses survey: a multicenter study of strain variation and
antifungal susceptibility among isolates of Candida species." Diagn
Microbiol Infect Dis 31(1): 289-296.

Phan, Q. T., C. L. Myers, et al. (2007). "Als3 is a Candida albicans invasin
that binds to cadherins and induces endocytosis by host cells." PLoS
Biol 5(3): e64.

Pickering, J. W., H. W. Sant, et al. (2005). "Evaluation of a (1->3)-beta-D-
glucan assay for diagnosis of invasive fungal infections." J Clin
Microbiol 43(12): 5957-5962.

192



Bibliografia

Pietrella, D., G. Bistoni, et al. (2006). "Candida albicans mannoprotein
influences the biological function of dendritic cells." Cell Microbiol
8(4): 602-612.

Pitarch, A., R. Diez-Orejas, et al. (2001). "Analysis of the serologic response
to systemic Candida albicans infection in a murine model."
Proteomics 1(4): 550-559.

Pitarch, A., A. Jimenez, et al. (2006). "Decoding serological response to
Candida cell wall immunome into novel diagnostic, prognostic, and
therapeutic candidates for systemic candidiasis by proteomic and
bioinformatic analyses." Mol Cell Proteomics 5(1): 79-96.

Pitarch, A., A. Jimenez, et al. (2008). "Serological proteome analysis to
identify systemic candidiasis patients in the intensive care unit:
Analytical, diagnostic and prognostic validation of anti-Candida
enolase antibodies on quantitative clinical platforms." Proteomics Clin
Appl 2(4): 596-618.

Pitarch, A., C. Nombela, et al. (2006). "Candida albicans biology and
pathogenicity: insights from proteomics." Methods Biochem Anal 49:
285-330.

Pitarch, A., C. Nombela, et al. (2011). "Prediction of the clinical outcome in
invasive candidiasis patients based on molecular fingerprints of five
anti-Candida antibodies in serum." Mol Cell Proteomics 10(1): M110
004010.

Pitarch, A., M. Sanchez, et al. (2002). "Sequential fractionation and two-
dimensional gel analysis unravels the complexity of the dimorphic
fungus Candida albicans cell wall proteome." Mol Cell Proteomics
1(12): 967-982.

Pitarch, G., P. Mercader, et al. (2006). "Reticular telangiectatic erythema
associated with an implantable cardioverter defibrillator." Cutis
78(5): 329-331.

Polonelli, L. (2000). "Human, monoclonal and recombinant candidacidal,
pneumocysticidal and mycobactericidal antibodies." Indian J Chest
Dis Allied Sci 42(4): 259-263.

Polonelli, L., A. Casadevall, et al. (2000). "The efficacy of acquired humoral
and cellular immunity in the prevention and therapy of experimental
fungal infections." Med Mycol 38 Suppl 1: 281-292.

Poltermann, S., A. Kunert, et al. (2007). "Gpm1p is a factor H-, FHL-1-, and
plasminogen-binding surface protein of Candida albicans." ] Biol
Chem 282(52): 37537-37544.

Ponton, J. (2009). "[Usefulness of biological markers in the diagnosis of
invasive candidiasis]." Rev Iberoam Micol 26(1): 8-14.

193



Bibliografia

Popolo, L. and M. Vai (1999). "The Gasl glycoprotein, a putative wall
polymer cross-linker." Biochim Biophys Acta 1426(2): 385-400.

Prella, M., 1. Bille, et al. (2005). "Early diagnosis of invasive candidiasis with
mannan antigenemia and antimannan antibodies." Diagn Microbiol
Infect Dis 51(2): 95-101.

Premsler, T., R. P. Zahedi, et al. (2009). "Recent advances in yeast
organelle and membrane proteomics." Proteomics 9(20): 4731-4743.

Putignani, L., F. Del Chierico, et al. (2011). "MALDI-TOF mass spectrometry
proteomic phenotyping of clinically relevant fungi." Mol Biosyst 7(3):
620-629.

Ramanan, N. and Y. Wang (2000). "A high-affinity iron permease essential
for Candida albicans virulence." Science 288(5468): 1062-1064.

Raska, M., J. Belakova, et al. (2008). "Systemic and mucosal immunization
with Candida albicans hsp90 elicits hsp90-specific humoral response
in vaginal mucosa which is further enhanced during experimental
vaginal candidiasis." Med Mycol 46(5): 411-420.

Rauceo, J. M., R. De Armond, et al. (2006). "Threonine-rich repeats
increase fibronectin binding in the Candida albicans adhesin Als5p."
Eukaryot Cell 5(10): 1664-1673.

Reales-Calderon, J. A., L. Martinez-Solano, et al. (2012). "Sub-proteomic
study on macrophage response to Candida albicans unravels new
proteins involved in the host defense against the fungus." J
Proteomics 75(15): 4734-4746.

Rodrigues, M. L., E. S. Nakayasu, et al. (2008). "Extracellular vesicles
produced by Cryptococcus neoformans contain protein components
associated with virulence." Eukaryot Cell 7(1): 58-67.

Rodrigues, M. L., L. Nimrichter, et al. (2007). "Vesicular polysaccharide
export in Cryptococcus neoformans is a eukaryotic solution to the
problem of fungal trans-cell wall transport." Eukaryot Cell 6(1): 48-
59.

Rodrigues, M. L., L. Nimrichter, et al. (2008). "Vesicular Trans-Cell Wall
Transport in Fungi: A Mechanism for the Delivery of Virulence-
Associated Macromolecules?" Lipid Insights 2: 27-40.

Rodriguez-Ortega, M. J., N. Norais, et al. (2006). "Characterization and
identification of vaccine candidate proteins through analysis of the
group A Streptococcus surface proteome." Nat Biotechnol 24(2):
191-197.

Rohm, M., E. Lindemann, et al. (2013). "A family of secreted pathogenesis-
related proteins in Candida albicans." Mol Microbiol 87(1): 132-151.

194



Bibliografia

Romani, L. (2004). "Immunity to fungal infections." Nat Rev Immunol 4(1):
1-23.

Rosenvinge, F. S., E. Dzajic, et al. (2012). "Performance of matrix-assisted
laser desorption-time of flight mass spectrometry for identification of
clinical yeast isolates." Mycoses.

Rossignol, T., B. Kelly, et al. (2011). "Endocytosis-mediated vacuolar
accumulation of the human ApoE apolipoprotein-derived ApoEdpL-W
antimicrobial peptide contributes to its antifungal activity in Candida
albicans." Antimicrob Agents Chemother 55(10): 4670-4681.

Rubin-Bejerano, I., I. Fraser, et al. (2003). "Phagocytosis by neutrophils
induces an amino acid deprivation response in Saccharomyces
cerevisiae and Candida albicans." Proc Natl Acad Sci U S A 100(19):
11007-11012.

Ruiz-Herrera, J., M. V. Elorza, et al. (2006). "Molecular organization of the
cell wall of Candida albicans and its relation to pathogenicity." FEMS
Yeast Res 6(1): 14-29.

Ruiz-Herrera, J., M. Iranzo, et al. (1995). "Involvement of transglutaminase
in the formation of covalent cross-links in the cell wall of Candida
albicans." Arch Microbiol 164(3): 186-193.

Ruiz-Herrera, J., S. Mormeneo, et al. (1994). "Structural organization of the
components of the cell wall from Candida albicans." Microbiology 140
(Pt7): 1513-1523.

Russo, P., N. Kalkkinen, et al. (1992). "A heat shock gene from
Saccharomyces cerevisiae encoding a secretory glycoprotein." Proc
Natl Acad SciU S A 89(18): 8857.

Saijo, S. and Y. Iwakura (2011). "Dectin-1 and Dectin-2 in innate immunity
against fungi." Int Immunol 23(8): 467-472.

Saiman, L., E. Ludington, et al. (2001). "Risk factors for Candida species
colonization of neonatal intensive care unit patients." Pediatr Infect
Dis J 20(12): 1119-1124.

Sanglard, D. and F. C. Odds (2002). "Resistance of Candida species to
antifungal agents: molecular mechanisms and clinical consequences."
Lancet Infect Dis 2(2): 73-85.

Sanguinetti, M., B. Posteraro, et al. (2005). "Mechanisms of azole resistance
in clinical isolates of Candida glabrata collected during a hospital
survey of antifungal resistance." Antimicrob Agents Chemother
49(2): 668-679.

Santos, M. A. and M. F. Tuite (1995). "The CUG codon is decoded in vivo as
serine and not leucine in Candida albicans." Nucleic Acids Res 23(9):
1481-1486.

195



Bibliografia

Sardi, J. C., L. Scorzoni, et al. (2013). "Candida species: current
epidemiology, pathogenicity, biofilm formation, natural antifungal
products and new therapeutic options." J Med Microbiol 62(Pt 1): 10-
24.

Sarthy, A. V., T. McGonigal, et al. (1997). "Phenotype in Candida albicans of
a disruption of the BGL2 gene encoding a 1,3-beta-
glucosyltransferase." Microbiology 143 ( Pt 2): 367-376.

Schaller, M., C. Borelli, et al. (2005). "Hydrolytic enzymes as virulence
factors of Candida albicans." Mycoses 48(6): 365-377.

Schaller, M., W. Schafer, et al. (1998). "Differential expression of secreted
aspartyl proteinases in a model of human oral candidosis and in
patient samples from the oral cavity." Mol Microbiol 29(2): 605-615.

Schekman, R. (2002). "Lasker Basic Medical Research Award. SEC mutants
and the secretory apparatus.” Nat Med 8(10): 1055-1058.

Schekman, R. (2004). "Merging cultures in the study of membrane traffic."
Nat Cell Biol 6(6): 483-486.

Schell, W. A., J. L. Benton, et al. (2012). "Evaluation of a digital microfluidic
real-time PCR platform to detect DNA of Candida albicans in blood."
Eur J Clin Microbiol Infect Dis 31(9): 2237-2245.

Sendid, B., M. Tabouret, et al. (1999). "New enzyme immunoassays for
sensitive detection of circulating Candida albicans mannan and
antimannan antibodies: wuseful combined test for diagnosis of
systemic candidiasis." J Clin Microbiol 37(5): 1510-1517.

Shareck, J. and P. Belhumeur (2011). "Modulation of morphogenesis in
Candida albicans by various small molecules." Eukaryot Cell 10(8):
1004-1012.

Sheehan, D. (1996). "Fast protein liquid chromatography (FPLC) methods."
Methods Mol Biol 59: 269-275.

Silva, S., M. Negri, et al. (2012). "Candida glabrata, Candida parapsilosis
and Candida tropicalis: biology, epidemiology, pathogenicity and
antifungal resistance." FEMS Microbiol Rev 36(2): 288-305.

Smith, D. A., S. Nicholls, et al. (2004). "A conserved stress-activated
protein kinase regulates a core stress response in the human
pathogen Candida albicans." Mol Biol Cell 15(9): 4179-4190.

Smith, D. J., M. Cooper, et al. (1992). "The Candida albicans PMM1 gene
encoding phosphomannomutase complements a Saccharomyces
cerevisiae sec 53-6 mutation." Curr Genet 22(6): 501-503.

Smith, S. E., C. Csank, et al. (2002). "Candida albicans RHO1 is required for
cell viability in vitro and in vivo." FEMS Yeast Res 2(2): 103-111.

196



Bibliografia

Sobel, J. D. (2008). "Changing epidemiology of invasive candidiasis in
intensive care units--much ado about nothing?" Crit Care Med 36(7):
2188-2189.

Sohn, K., C. Urban, et al. (2003). "EFG1 is a major regulator of cell wall
dynamics in Candida albicans as revealed by DNA microarrays." Mol
Microbiol 47(1): 89-102.

Soloviev, D. A., W. A. Fonzi, et al. (2007). "Identification of pH-regulated
antigen 1 released from Candida albicans as the major ligand for
leukocyte integrin alphaMbeta2." J Immunol 178(4): 2038-2046.

Soll, D. R. (2009). "Why does Candida albicans switch?" FEMS Yeast Res
9(7): 973-9809.

Sonesson, A., L. Ringstad, et al. (2007). "Antifungal activity of C3a and
C3a-derived peptides against Candida." Biochim Biophys Acta
1768(2): 346-353.

Song, Y., S. A. Cheon, et al. (2008). "Role of the RAM network in cell
polarity and hyphal morphogenesis in Candida albicans." Mol Biol Cell
19(12): 5456-5477.

Sorgo, A. G., C. J. Heilmann, et al. (2011). "Effects of fluconazole on the
secretome, the wall proteome, and wall integrity of the clinical fungus
Candida albicans." Eukaryot Cell 10(8): 1071-1081.

Sorgo, A. G., C. J. Heilmann, et al. (2010). "Mass spectrometric analysis of
the secretome of Candida albicans." Yeast 27(8): 661-672.

Sosinska, G. 1., P. W. de Groot, et al. (2008). "Hypoxic conditions and iron
restriction affect the cell-wall proteome of Candida albicans grown
under vagina-simulative conditions." Microbiology 154(Pt 2): 510-
520.

Sosinska, G. J., L. J. de Koning, et al. (2011). "Mass spectrometric
quantification of the adaptations in the wall proteome of Candida
albicans in response to ambient pH." Microbiology 157(Pt 1): 136-
146.

Spellberg, B. 1., A. S. Ibrahim, et al. (2006). "Efficacy of the anti-Candida
rAls3p-N or rAlslp-N vaccines against disseminated and mucosal
candidiasis." ] Infect Dis 194(2): 256-260.

Spreghini, E., D. A. Davis, et al. (2003). "Roles of Candida albicans Dfg5p
and Dcwlp cell surface proteins in growth and hypha formation."
Eukaryot Cell 2(4): 746-755.

Staab, J. F., S. D. Bradway, et al. (1999). "Adhesive and mammalian
transglutaminase substrate properties of Candida albicans Hwp1."
Science 283(5407): 1535-1538.

197



Bibliografia

Staab, J. F. and P. Sundstrom (1998). "Genetic organization and sequence
analysis of the hypha-specific cell wall protein gene HWP1 of Candida
albicans." Yeast 14(7): 681-686.

Staib, P., M. Kretschmar, et al. (1999). "Host-induced, stage-specific
virulence gene activation in Candida albicans during infection." Mol
Microbiol 32(3): 533-546.

Steinstraesser, L., T. Koehler, et al. (2008). "Host defense peptides in
wound healing." Mol Med 14(7-8): 528-537.

Sundstrom, P. (2002). "Adhesion in Candida spp." Cell Microbiol 4(8): 461-
469.

Sundstrom, P., J. E. Cutler, et al. (2002). "Reevaluation of the role of HWP1
in systemic candidiasis by use of Candida albicans strains with
selectable marker URA3 targeted to the ENO1 locus." Infect Immun
70(6): 3281-3283.

Taylor, B. N., P. Staib, et al. (2005). "Profile of Candida albicans-secreted
aspartic proteinase elicited during vaginal infection." Infect Immun
73(3): 1828-1835.

Theiss, S., G. Ishdorj, et al. (2006). "Inactivation of the phospholipase B
gene PLB5 in wild-type Candida albicans reduces cell-associated
phospholipase A2 activity and attenuates virulence." Int ] Med
Microbiol 296(6): 405-420.

Thewes, S., M. Kretschmar, et al. (2007). "In vivo and ex vivo comparative
transcriptional profiling of invasive and non-invasive Candida albicans
isolates identifies genes associated with tissue invasion." Mol
Microbiol 63(6): 1606-1628.

Thomas, D. P., J. L. Lopez-Ribot, et al. (2009). "A proteomic analysis of
secretory proteins of a pre-vacuolar mutant of Candida albicans." ]
Proteomics 73(2): 342-351.

Torres, M., R. May, et al. (2005). "Variable-region-identical antibodies
differing in isotype demonstrate differences in fine specificity and
idiotype." J Immunol 174(4): 2132-2142.

Towbin, H., T. Staehelin, et al. (1979). "Electrophoretic transfer of proteins
from polyacrylamide gels to nitrocellulose sheets: procedure and
some applications." Proc Natl Acad Sci U S A 76(9): 4350-4354.

Tripathi, N., K. Watt, et al. (2012). "Treatment and prophylaxis of invasive
candidiasis." Semin Perinatol 36(6): 416-423.

Tsukahara, K., K. Hata, et al. (2003). "Medicinal genetics approach towards
identifying the molecular target of a novel inhibitor of fungal cell wall
assembly." Mol Microbiol 48(4): 1029-1042.

198



Bibliografia

van der Meer, J. W., F. L. van de Veerdonk, et al. (2010). "Severe Candida
spp. infections: new insights into natural immunity." Int J Antimicrob
Agents 36 Suppl 2: S58-62.

Veser, J., P. Geywitz, et al. (1979). "Purification and properties of a catechol
methyltransferase of the yeast Candida tropicalis." Z Naturforsch C
34(9-10): 709-714.

Vialas, V., P. Perumal, et al. (2012). "Cell surface shaving of Candida
albicans biofilms, hyphae, and yeast form cells." Proteomics 12(14):
2331-2339.

Vonk, A. G., N. De Bont, et al. (2004). "Apolipoprotein-E-deficient mice
exhibit an increased susceptibility to disseminated candidiasis." Med
Mycol 42(4): 341-348.

Wang, Q., L. Shen, et al. (2012). "Overexpression and characterization of a
novel (S)-specific extended short-chain dehydrogenase/reductase
from Candida parapsilosis." Bioresour Technol 123: 690-694.

Warit, S., R. M. Walmsley, et al. (1998). "Cloning and sequencing of the
Candida albicans homologue of SRB1/PSA1/VIGY9, the essential gene
encoding GDP-mannose pyrophosphorylase in Saccharomyces
cerevisiae." Microbiology 144 ( Pt 9): 2417-2426.

Weinberger, M., L. Leibovici, et al. (2005). "Characteristics of candidaemia
with Candida-albicans compared with non-albicans Candida species
and predictors of mortality." J Hosp Infect 61(2): 146-154.

Weissman, Z. and D. Kornitzer (2004). "A family of Candida cell surface
haem-binding proteins involved in haemin and haemoglobin-iron
utilization." Mol Microbiol 53(4): 1209-1220.

Weissman, Z., R. Shemer, et al. (2008). "An endocytic mechanism for
haemoglobin-iron acquisition in Candida albicans." Mol Microbiol
69(1): 201-217.

Wheeler, R. T. and G. R. Fink (2006). "A drug-sensitive genetic network
masks fungi from the immune system." PLoS Pathog 2(4): e35.

Wheeler, R. T., D. Kombe, et al. (2008). "Dynamic, morphotype-specific
Candida albicans beta-glucan exposure during infection and drug
treatment." PLoS Pathog 4(12): e1000227.

Wysong, D. R., L. Christin, et al. (1998). "Cloning and sequencing of a
Candida albicans catalase gene and effects of disruption of this gene."
Infect Immun 66(5): 1953-1961.

Yang, Y. L. (2003). "Virulence factors of Candida species." ] Microbiol
Immunol Infect 36(4): 223-228.

199



Bibliografia

Zaragoza, R., J. Peman, et al. (2009). "Clinical significance of the detection
of Candida albicans germ tube-specific antibodies in critically ill
patients." Clin Microbiol Infect 15(6): 592-595.

Zhao, X., S. H. Oh, et al. (2004). "ALS3 and ALS8 represent a single locus
that encodes a Candida albicans adhesin; functional comparisons
between Als3p and Als1p." Microbiology 150(Pt 7): 2415-2428.

Zhao, X., S. H. Oh, et al. (2005). "Analysis of the Candida albicans Als2p
and Als4p adhesins suggests the potential for compensatory function
within the Als family." Microbiology 151(Pt 5): 1619-1630.

Zipfel, P. F. and C. Skerka (2009). "Complement regulators and inhibitory
proteins." Nat Rev Immunol 9(10): 729-740.

Zipfel, P. F. and C. Skerka (2012). "Complement, Candida, and cytokines:
the role of C5a in host response to fungi." Eur J Immunol 42(4): 822-
825.

Zipfel, P. F., C. Skerka, et al. (2011). "Immune escape of the human
facultative pathogenic yeast Candida albicans: the many faces of the
Candida Pral protein." Int J Med Microbiol 301(5): 423-430.

200



Bibliografia

ANEXOS

201






203



ANEXO 1: PROTEINAS CON ANCLAJE GPI

Proteina

Descripcion

LEVADURAS

HIFAS

HIFAS 10%S

2 3

2 3

ALS1

Adhesin; ALS family of cell-surface glycoproteins; adhesion, virulence roles; immunoprotective; band at
hyphal base; amyloid domain; biofilm-induced; Rfglp, Ssklp; strain background affects expression; N-
term binds fucose-containing glycans

ALS2

ALS family protein; role in adhesion, biofilm formation, germ tube induction; expressed at infection of
human buccal epithelial cells; putative GPl-anchor; induced by ketoconazole, low iron and at cell wall
regeneration; regulated by Sfulp

ALS3

ALS family cell wall adhesin; role in epithelial adhesion, endothelial invasiveness; allelic variation in
adhesiveness; immunoprotective in mice; promotes biofilm formation by binding to SspB adhesin of S.
gordonii; fluconazole-repressed

10

10

10

CHT2

GPI-linked chitinase required for normal filamentous growth; downregulated in core caspofungin
response; induced in yeast cells; fluconazole, Cyrlp-, Efglp-, pH-regulated; mRNA binds She3p, is
localized to yeast-form buds and hyphal tips

12

11 | 10

CRH11

GPl-anchored cell wall transglycosylase, putative ortholog of S. cerevisiae Crhlp; predicted glycosyl
hydrolase domain; similar to Csf4p and to antigenic A. fumigatus Aspf9; predicted Kex2p substrate;
caspofungin-induced

DFG5

N-linked mannoprotein of cell wall and membrane; possible signal transducer; role in hyphal growth and
HWP1 induction in alkaline pH; GPI modification predicted; dfg5 dcw1 double mutant is inviable;
caspofungin-induced, fungal-specific

EAP1

Cell wall adhesin required for cell-cell adhesion and biofilm formation; GPI anchored; Efglp-regulated;
suppresses polystyrene or cell adhesion, filamentation, invasive growth defects of S. cerevisiae flo8 or
flo11 mutant; biofilm-induced

ECM33

GPl-anchored cell wall protein; mutants show cell-wall defects and reduced adhesion, host cell damage,
and endocytosis; mutant infection is immunoprotective in murine model; fluconazole-induced;
caspofungin repressed

ECM331

GPl-anchored protein; mainly at plasma membrane, also at cell wall; Hap43p-, caspofungin-induced;
Plclp-regulated; repressed by Rim101p, Hoglp; colony morphology-related regulated by Ssn6p; induced
by ketoconazole and hypoxia

HYR1

Hyphal-induced GPI-anchored cell wall protein; macrophage-induced; repressed by neutrophil-co-culture;
resistance to killing by neutrophils, azole resistance; regulated by Rfglp, Efglp, Nrglp, Tuplp, Cyrlp,
Bcrlp, Hap43p; biofilm-induced

IHD1

Putative GPl-anchored protein; alkaline upregulated; greater transcription in hyphal form than yeast
form; regulated by Nrglp, Rfglp, Tuplp; regulated by Tsalp, TsalBp in minimal media at 37; induced in
oralpharyngeal candidasis

PGA10

Plasma membrane protein of heme-iron utilization; allows utilization of hemin and hemoglobin as iron
sources in host tissues; predicted GPI anchor; biofilm, hypoxia, ketoconazole, ciclopirox, or hyphal-
induced; upregulated by Rim101p at pH8




PGA4

GPl-anchored cell surface protein; beta-1,3-glucanosyltransferase with similarity to the A. fumigatus GEL
family; fungal-specific (no mammalian homolog); transcription upregulated in RHE model of oral
candidiasis; fluconazol-induced

12

10

12

11

PGA45

Cell wall protein; putative GPl-anchor; downregulated in core caspofungin response; Hoglp-induced;
regulated by Ssn6p; Mob2p-dependent hyphal regulation; biofilm-induced

PGA52

GPl-anchored cell surface protein of unknown function; Hap43p-repressed gene; fluconazole-induced;
possibly an essential gene, disruptants not obtained by UAU1 method

PGA53

GPl-anchored cell surface protein of unknown function; greater mRNA abundance observed in a cyrl
homozygous null mutant than in wild type

PGA63

Ortholog(s) have structural molecule activity, role in COPII-coated vesicle budding, intracellular protein
transport, nuclear envelope organization and COPII vesicle coat, cytosol, mating projection tip localization

14

14

13

PHR1

Glycosidase of cell surface; may act on cell-wall beta-1,3-glucan prior to beta-1,6-glucan linkage; E169 and
E270 at active site; role in systemic but not vaginal virulence (neutral, not low pH); high pH or
filamentation induced

14

15

19

16

18

16

11

18

25

21

PHR2

Glycosidase; role in cell wall structure; may act on beta-1,3-glucan prior to beta-1,6-glucan linkage; role in
vaginal not systemic virulence (low pH not neutral); low pH, high iron, fluconazole, Hap43p-induced;
Rim101p-downregulated at pH8

PLB3

GPl-anchored cell surface phospholipase B; possibly secreted; fungal-specific (no mammalian homolog);
transcription positively regulated by Tbhflp; possible essential gene (UAU1 method); late-stage biofilm-
induced gene; fluconazole-induced

PLB4.5

Putative phospholipase B; Hoglp-induced; regulated by Ssn6p; putative GPl-anchor; repressed during cell
wall regeneration; clade-associated gene expression; Hap43p-induced gene

16

17

18

10

PLB5

Putative GPI-linked phospholipase B, fungal-specific (no mammalian homolog); null mutation eliminates
cell-associated phospholipase A2 activity and attenuates virulence; fluconazole-repressed

RBT1

Cell wall protein with similarity to Hwp1lp, required for virulence; predicted glycosylation; Tuplp
repressed; serum, hyphal and alkaline induced; farnesol, alpha factor induced; Rfglp-, Rim101p-
regulated; fluconazole-repressed

11

10

10

RBT4

Protein similar to plant pathogenesis-related proteins; required for virulence in mouse systemic and
rabbit corneal infections; not required for filamentation; mRNA binds to She3p and is localized to hyphal
tips; Hap43p-induced gene

RBT5

GPl-anchored cell wall protein involved in hemoglobin utilization; regulated by Rfglp, Rim101p, Tbflp,
iron; repressed by Sfulp, Hoglp, Tuplp; induced by serum, alkaline pH, ketoconazole, ciclopirox olamine,
geldamycin, Hap43p, biofilm

RHD3

GPl-anchored cell wall protein; yeast-associated protein; transcriptionally regulated by iron; expression
greater in high iron; clade-associated gene expression; not essential for cell wall integrity; fluconazole-
repressed

SAP10

Secreted aspartyl protease; roles in adhesion, virulence (RHE model), cell surface integrity; distinct
specificity from Sap9p; at cell membrane and wall; GPl-anchored; N-glycosylated; expression greater in
low iron; Tbflp-activated




SAP9

Secreted aspartyl protease; roles in adhesion, cell surface integrity; induced by antifungal drugs,
stationary phase, or in white-phase cells; farnesol-downregulated in biofilm; autocatalytic processing;
GPl-anchor; N-glycosylated

10

SOD5

Copper- and zinc-containing superoxide dismutase; protective against oxidative stress; induced by
neutrophils, hyphal growth, caspofungin, osmotic, oxidative stress; gene family includes SOD1,4,5,6;
induced in oralpharyngeal candidiasis

SSR1

Beta-glucan associated ser/thr rich cell-wall protein with a role in cell wall structure; GPI anchor; similar
mRNA abundance in yeast-form and germ tubes; detected at germ tube plasma membrane; repressed in
cells treated with Congo Red

UTR2

GPI anchored cell wall putative glycosidase; role in adhesion; required for hyphal growth on Spider (not
serum) medium; chitin-binding, glycosyl hydrolase domains; induced during cell wall regeneration; mRNA
detected in yeast-form cells







ANEXO 2: PROTEINAS RELACIONADAS CON MANTENIMIENTO Y BIOGENESIS DE LA PARED CELULAR

Proteina

Descripcion

LEVADURAS

HIFAS

HIFAS 10%S

2

3

Ne
exp

exp

2

3

ABG1

Vacuolar membrane protein of yeast and hyphae; depletion causes abnormal vacuolar morphology,
cell separation defect, sensitivity to cell wall perturbation, increased hyphal branching; essential gene,
no mammalian homolog; Cyrlp-regulated

ARP2

Putative component of the Arp2/3 complex; required for virulence, hyphal growth, and cell wall and
cytoskeleton organization, but not for endocytosis; mutation confers hypersensitivity to cytochalasin
D; regulated by Gecn2p and Gendp

ATC1

Cell wall acid trehalase; catalyzes hydrolysis of the disaccharide trehalose; similar to S. cerevisiae
vacuolar acid trehalase (Athlp); Hap43p-repressed gene

BGL2

1,3-beta-Glucosyltransferase, cell wall enzyme; one of multiple 1,3-beta-glucosyltransferases; mutant
has cell-wall and growth defects, but wild-type 1,3- or 1,6-beta-glucan content; antigenic; virulence role
in mouse systemic infection

BUD?7

Ortholog(s) have role in Golgi to plasma membrane transport, fungal-type cell wall chitin biosynthetic
process and cell division site, clathrin-coated vesicle, cytosol, exomer complex, nucleus, ribosome
localization

CHS5

Putative chitin biosynthesis protein; fungal-specific (no human or murine homolog); transcription
decreases upon yeast-to-hyphal switch

CHT3

Major chitinase; secreted; functional homolog of S. cerevisiae Cts1p; 4 N-glycosylation motifs; possible
O-mannosylation; putative signal peptide; hyphal-repressed; farnesol upregulated in biofilm; regulated
by Efglp, Cyrlp, Raslp

CsP37

Hyphal cell wall protein; role in progression of mouse systemic infection; predicted P-loop, divalent
cation binding, N-glycosylation sites; expressed in yeast and hyphae; hyphal downregulated;
stationary-phase enriched; GIcNAc-induced

10

11

CYs4

Cystathionine beta-synthase; sulfur amino acid biosynthesis; antigenic in mouse; biofilm and alkaline
upregulated; macrophage/pseudohyphal-induced; present in exponential and stationary growth phase
yeast cultures

ECM17

Enzyme of sulfur amino acid biosynthesis; putative role in regulation of cell wall biogenesis;
upregulated in biofilm; possibly adherence-induced; regulated by Tsalp/TsalBp in H202 stress;
Gcendp-regulated; Tbflp-activated; Hap43p-repressed

ENG1

Endo-1,3-beta-glucanase required for cell separation after division, orthologous to S. cerevisiae Dse4p;
caspofungin-, fluconazole-repressed; fungal-specific; repressed in response to alpha pheromone in
SpiderM medium; biofilm-induced gene

14

17

14

FRS1

Phenylalanyl-tRNA synthetase; possible role in early cell wall biosynthesis; downregulated by
phagocytosis by macrophages; possibly essential gene, disruptants not obtained by UAU1 method;
protein present in exponential and stationary phase




GAL10

UDP-glucose 4-epimerase required for galactose utilization; mutant has cell wall defects and increased
filamentation; fluconazole- and ketoconazole-induced; stationary phase enriched protein; late-stage
biofilm-induced gene; GlcNAc-induced

GDA1

Golgi membrane GDPase, required for wild-type O-mannosylation, not N-glycosylation; required for
wild-type hyphal induction, cell wall, and cell surface charge; not required for Hela cell adherence;
functional homolog of S. cerevisiae Gdalp

GFAl

Glucosamine-6-phosphate synthase, homotetrameric enzyme of chitin/hexosamine biosynthesis;
inhibited by UDP-GIcNAc, FMDP, N-acyl peptide, kanosamine-6-P; functional homolog of S. cerevisiae
Gfalp; Cagrowth-phase regulated; catalytic Cys

GNA1l

Glucosamine-6-phosphate acetyltransferase; enzyme of UDP-GIcNAc biosynthesis; required for
viability in absence of GIcNAc supplementation; required for persistent infection and wild-type
virulence in mouse systemic infection

GPD2

Similar to glycerol 3-P dehydrogenases; regulated by Ssn6p, Nrglp, Efglp; induced upon osmotic and
oxidative stress (via Hoglp), cell wall regeneration, macrophage/pseudohyphal growth, core stress
response; possibly essential (UAU1 method)

GSC1

Subunit of beta-1,3-glucan synthase; essential; gsc1 allele determines resistance/sensitivity to
echinocandin antifungals; 16 predicted membrane-spanning regions; mRNA abundance declines after
yeast-to-hyphal transition; fungal-specific

11

HEX1

Beta-N-acetylhexosaminidase/chitobiase, highly glycosylated enzyme that is secreted to the periplasm
and culture medium; required for full virulence; may have role in carbon or nitrogen scavenging;
possibly an essential gene (UAU1 method)

KRE9

Protein of beta-1,6-glucan biosynthesis; required for serum-induced hyphal growth; required for
efficient utilization of galactose and for growth on glucose; similar to S. cerevisiae Kre9p and Knh1p; O-
glycosylated by Pmtlp

MNN2

Alpha-1,2-mannosyltransferase; likely involved in iron utilization in the endocytosis pathway under
iron-limiting conditions; similar to S. cerevisiae Mnn2p and Mnn5p; transposon mutation affects
filamentous growth; filament induced

MNN7

Putative mannosyltransferase; identified in detergent-resistant membrane fraction (possible lipid raft
component); predicted N-terminal acetylation and transmembrane helix

MNT1

Alpha-1,2-mannosyl transferase; adds second mannose during cell-wall mannoprotein biosynthesis;
required for wild-type virulence and adherence to epithelial cells; predicted type Il Golgi membrane
protein; fungal-specific; Hap43p-induced

MP65

Cell surface mannoprotein; cell-wall glucan metabolism, biofilm, adhesion; adhesin motif; O-
glycosylation; induced by heat, germ tube formation, wall regeneration; mycelial antigen; diagnostic
marker; fluconazole-repressed

11

11

14

11

10

11

10

orf19.3414

SUR7 - Protein required for normal cell wall, plasma membrane, cytoskeletal organization, endocytosis;
localizes to eisosome subdomains of plasma membrane; four transmembrane motifs; mutant shows
ectopic, chitin-rich cell wall; fluconazole-induced




orf19.3683

Putative ADP-ribosylation factor GTPase activating protein, functional ortholog of S. cerevisiae GCS1;
mutation affects endocytosis, hyphal growth, chemical and drug resistance, and sensitivity to cell wall
inhibitors

orf19.4246

Protein with similarity to S. cerevisiae Ykr070wp; transposon mutation affects filamentous growth;
Hoglp-downregulated; shows colony morphology-related gene regulation by Ssn6p; induced during
cell wall regeneration; possibly essential gene

orf19.7124

Protein required for endocytosis; contains a BAR domain, which is found in proteins involved in
membrane curvature; null mutant exhibits defects in hyphal growth, virulence, cell wall integrity, and
actin patch localization

PIR1

1,3-beta-glucan-linked structural cell wall protein; N-mannosylated, O-glycosylated by Pmt1p; tandem
repeats; cell wall defect in heterozygous mutant; hyphal repressed; Hoglp, fluconazole, hypoxia
induced; iron, Efglp, Plclp, temp regulated

PMI1

Phosphomannose isomerase; cell wall biosynthesis enzyme; drug target; functional homolog of S.
cerevisiae and E. coli phosphomannose isomerase; Gen4dp-regulated; repressed by 3-AT; induced on
adherence to polystyrene, phagocytosis

PMM1

Phosphomannomutase; enzyme of O- and N-linked mannosylation; interconverts mannose-6-
phosphate and mannose-I-phosphate; functional homolog of S. cerevisiae Sec53p; antigenic during
murine systemic infection; Hap43p-induced gene

PMR1

Putative secretory pathway P-type Ca2+/Mn2+-ATPase; required for protein glycosylation and cell wall
maintenance; required for hyphal tip oscillation in semisolid substrate; putative ortholog of S.
cerevisiae PMR1

PMT1

Protein mannosyltransferase (PMT), required for virulence in mouse systemic infection and for
adhesion to epithelial cells; role in hyphal growth and drug sensitivity; Als1p, Sec20p, Kre9p, Pirlp are
substrates; one of 5 PMT family members

PMT2

Protein mannosyltransferase (PMT) with roles in hyphal growth and drug sensitivity; member of the
PMT family which includes Pmtlp, Pmt2p, Pmtdp, Pmt5p, and Pmt6p; induced during cell wall
regeneration; essential

PSA2

Mannose-1-phosphate guanyltransferas; macrophage-downregulated gene; stationary phase enriched
protein; Hap43p-repressed gene

RBE1

Cell wall protein; transcript negatively regulated by Rim101p, Efglp, Ssn6p, alkaline conditions; signal
sequence, O-glycosylation; no GPIl anchor predicted; ketoconazol upregulated; biofilm-induced,
regulated by Seflp, Sfulp, Hap43p

RHO1

Small GTPase of Rho family; regulates beta-1,3-glucan synthesis activity and binds Gsc1p; essential;
expected to be geranylgeranylated by geranylgeranyltransferase type I; plasma membrane-localized

RVS167

SH3-domain- and BAR domain-containing protein involved in endocytosis; null mutant exhibits defects
in hyphal growth, virulence, cell wall integrity, and actin patch localization; cosediments with
phosphorylated Myo5p

SCw1il

Cell wall protein; transcription decreased in mutant lacking ACE2; downregulated in core caspofungin
response; expression greater in high iron; possibly an essential gene, disruptants not obtained by
UAU1 method; planktonic growth-induced




Sim1

Putative adhesin-like protein involved in cell wall maintenance, redundant with Sun41p; possibly
secreted; macrophage-downregulated gene; transcription is negatively regulated by Rim101p, Cyrlp,
Raslp

SLK19

Alkaline-induced protein of plasma membrane; affects cell aggregation, cell wall; similar to S.
cerevisiae Slk19p (a kinetochore protein with roles in mitosis, meiosis); required for wild-type virulence
in mouse; macrophage-downregulated

21

17

18

18

SMmi1

Cell wall biosynthesis protein; Hap43p-, caspofungin-repressed; Cyrlp-induced in hyphal cells;
planktonic and biofilm-induced; reduced biofilm cell wall glucan in null mutant; essential using the
UAU1 method of gene disruption

SRB1

Essential GDP-mannose pyrophosphorylase; synthesizes GDP-mannose for protein glycosylation;
functional homolog of S. cerevisiae Psalp; on yeast-form cell surface, not hyphal cells; alkaline
upregulated; induced on adherence to polystyrene

11

11

12

14

SUN41

Cell wall glycosidase involved in biofilm formation and cell separation; possibly secreted; hypoxia and
hyphal induced; caspofungin repressed; Efglp, Cphlp regulated; O-glycosylation, potential Kex2p
substrate; 9 5' E-boxes; 5'-UTR intron;

TMA19

Cell wall protein, ortholog of S. cerevisiae Tma19p (YkI065cp)

UAP1

UDP-N-acetylglucosamine pyrophosphorylase, catalyzes biosynthesis of UDP-N-acetylglucosamine
from UTP and N-acetylglucosamine 1-phosphate; functional homolog of S. cerevisiae Qrilp; alkaline
upregulated

XYL2

Putative D-xylulose reductase; immunogenic in mice; soluble protein in hyphae; induced by
caspofungin, fluconazole, Hoglp and during cell wall regeneration; Mnllp-induced in weak acid stress;
stationary phase enriched; biofilm-induced

YWP1

Secreted yeast cell wall protein; possible role in dispersal in host; mutation causes increased adhesion
and biofilm formation; stable propeptide; regulated by growth phase, phosphate, Ssk1p, Ssnép, Efglp,
Efhlp, Hap43p; mRNA binds to She3p




ANEXO 3: PROTEINAS RELACIONADAS CON LA SUPERFICIE CELULAR

LEVADURAS HIFAS HIFAS 10%S

Proteina Descripcion (] °
5 1 2 3 3 1 2 3 4 N 1 2 3

Alcohol dehydrogenase; oxidizes ethanol into acetaldehyde; at yeast, but not hyphal cell surface;
ADH1 soluble in hyphae; immunogenic in human/mouse; complements S. cerevisiae adh1 adh2 adh3 12 | 16 | 14 3 17 | 19 | 17 | 24 4 17 13 | 15
mutation; biofilm-, fluconazole-, farnesol-induced

Neutral arginine-, alanine-, leucine-specific metallo-aminopeptidase; expected to be secreted,
APE2 purified from cell wall and intracellular fractions; protein repressed during the mating process; 9 |17 | 4 3 15|12 |16 | 2 4 5 1 1
Hoglp-, farnesol-induced; possibly essential

Cell wall acid trehalase; catalyzes hydrolysis of the disaccharide trehalose; similar to S. cerevisiae

ATC1
¢ vacuolar acid trehalase (Athlp); Hap43p-repressed gene

ATP synthase alpha subunit; antigenic in human/mouse; at hyphal surface, not yeast; induced by
ATP1 ciclopirox, ketoconazole, flucytosine; downregulated by Efglp, caspofungin; may be essential; 5 6 | 12 3 20 {15 | 19 | 7 4 - - -
sumoylation target; stationary phase-enriched

Sole 14-3-3 protein in C. albicans; role in hyphal growth; possibly regulated by host interaction;

BMH1
localizes to yeast-form cell surface,not hyphae; alternatively spliced intron in 5' UTR

Pyruvate kinase; on yeast cell surface; Gendp, Hoglp, GIcNAc regulated; induced on polystyrene
CDC19 adherence; downregulated by phagocytosis, farnesol treatment; mutation affects filamentation; 14 | 22 | 11 3 25 | 25 | 23 | 25 4 18 14 | 10
stationary phase enriched; biofilm, Hap43p-induced

Translation elongation factor 3; antigenic in humans; predicted C-term nucleotide-binding active site;
CEF3 protein on surface of yeast, not hyphae; polystyrene adherence induced; higher protein amount in 15 | 17 | 19 3 30 | 33| 27 | 42 4 27 19 | 23
stationary phase; possibly essential

Putative nascent polypeptide associated complex protein alpha subunit; soluble protein in hyphae;
EGD2 macrophage/pseudohyphal-induced; protein level decrease in stationary phase cultures; GIcNAc- 6 8 6 3 8 8 9 6 4 7 5 5
induced protein

Enolase, enzyme of glycolysis and gluconeogenesis; major cell-surface antigen; binds host
ENO1 plasmin/plasminogen; immunoprotective; phagocytosis, biofilm and planktonic growth-induced; 21 | 28 | 19 3 28 | 31 | 37 | 49 4 31 31 | 27
farnesol-downregulated; possibly essential; Hap43p-induced

Major cell-surface ferric reductase under low-iron conditions; 7 transmembrane regions and a
FRE10 secretion signal predicted; repressed by Tuplp, Rim101p, Ssn6p, Hoglp, caspofungin; ciclopirox - - - - 2 2 2 1 4 - - -
olamine induced; not required for filamentous growth

Predicted extracellular or plasma membrane-associated glucoamylase; promotes biofilm matrix
GCA1l formation; possible adhesin; gene transcribed during rat oral infection; transcription regulated by 1 2 1 3 1 1 1 3 4 2 1 1
carbohydrates, pH, galactose; biofilm-induced




GDA1l

Golgi membrane GDPase, required for wild-type O-mannosylation, not N-glycosylation; required for
wild-type hyphal induction, cell wall, and cell surface charge; not required for Hela cell adherence;
functional homolog of S. cerevisiae Gdalp

GPH1

Putative glycogen phosphorylase with a role in glycogen metabolism; regulated by Ssk1p, Miglp,
Tuplp, Hap43p; fluconazole-induced; localizes to cell surface of hyphae, not yeast cells; stationary
phase enriched protein

10

GPM1

Phosphoglycerate mutase; surface protein that binds host complement Factor H and FHL-1; antigenic
in murine/human infection; biofilm-, fluconazole-, or amino acid starvation (3-AT) induced, farnesol-
downregulated; biofilm, Hap43p-induced

12

HEM13

Coproporphyrinogen Il oxidase; antigenic; localizes to yeast cell surface, not hyphae; iron-regulated
expression; macrophage-downregulated; not Rfglp regulated, farnesol-induced; possibly essential;
Hap43p-repressed gene; biofilm-induced

HSP70

Putative hsp70 chaperone; role in entry into host cells; heat-shock, amphotericin B, cadmium,
ketoconazole-induced; farnesol-downregulated in biofilm; surface localized in yeast-form and hyphal
cells; antigenic in host

15

16

35

31

38

32

24

21

21

HSP90

Essential chaperone, regulates several signal transduction pathways and temperature-induced
morphogenesis; activated by heat shock, stress; localizes to surface of hyphae, not yeast cells;
mediates echinocandin and biofilm azole resistance

12

21

16

29

31

31

37

21

21

24

KAR2

Similar to chaperones of Hsp70p family; role in translocation of proteins into the ER; transcriptionally
regulated by iron; expression greater in high iron; protein present in exponential and stationary
growth phase yeast cultures

10

10

30

30

32

22

14

12

10

MSB2

Adhesin-like protein; mucin family; cell wall damage sensor; N-terminal secretion signal; required for
Cek1p phosphorylation in response to cell wall stress; Rim101p-repressed; activation releases
extracellular domain into medium

orf19.2296

Protein with similarity to mucins; ketoconazole-induced; fluconazole-downregulated; mRNA
abundance increased in a cyrl mutant than in wild type; colony morphology-related gene regulation
by Ssn6p; late-stage biofilm-induced

11

19

21

19

19

34

11

orf19.251

ThiJ/Pfpl protein; binds human immunoglobulin E; 2 N-glycosylation motifs; alkaline, fluconazole,
Hoglp-downregulated; induced in core stress response or by oxidative stress (via Cap1p); induced by
hypoxia, Hap43p; stationary-phase enriched

10

13

12

21

15

10

orf19.4886

Putative adhesin-like protein; Hap43p-repressed gene

orf19.5126

Putative adhesin-like protein

orf19.6082

Ortholog(s) have unfolded protein binding activity, role in protein folding, protein localization at cell
surface and integral to endoplasmic reticulum membrane, mitochondrial outer membrane
localization




PDC11

Putative pyruvate decarboxylase; antigenic; at hyphal cell surface, not yeast-form cells; regulated by
Hap43p, Gendp, Efglp, Efhlp, Hsfl; fluconazole-, farnesol-, biofilm-induced; repressed upon amino
acid starvation; sumoylation target

16

21

14

26

25

27

36

23

25

19

PGK1

Phosphoglycerate kinase, enzyme of glycolysis; localizes to cell wall and cytoplasm; antigenic in
murine/human infection; biofilm, planktonic culture-, Hoglp-, Hap43p-, GCN-induced; downregulated
upon phagocytosis

18

23

18

31

32

29

43

26

17

17

PIL1

Eisosome component with a predicted role in endocytosis; echinocandin-binding protein; localizes to
cell surface of hyphae, but not yeast-form cells; biofilm induced; fungal-specific (no human/murine
homolog); Hap43p-induced

10

16

16

16

13

10

RPL10

Ribosomal protein L10; intron in 5'-UTR; genes encoding cytoplasmic ribosomal subunits, translation
factors, and tRNA synthetases downregulated upon phagocytosis by murine macrophage;
transcription regulated upon yeast-hyphal switch

10

RPL11

Ribosomal protein; genes encoding cytoplasmic ribosomal subunits, translation factors, tRNA
synthetases are downregulated upon phagocytosis by murine macrophage; colony morphology-
related gene regulation by Ssn6p; Hap43p-induced

RPL12

Ribosomal protein L12, 60S ribosomal subunit; downregulated by human whole blood or
polymorphonuclear cells; genes encoding cytoplasmic ribosomal subunits are downregulated upon
phagocytosis by macrophage; Thflp-activated; Hap43p-induced

RPL17B

Ribosomal protein L17; mutation confers hypersensitivity to 5-FU, tubercidin; genes encoding
cytoplasmic ribosomal subunits, translation factors, tRNA synthetases are downregulated on
phagocytosis by macrophage; Hap43p-induced gene

RPL18

Predicted ribosomal protein; Plc1p-regulated, Tbflp-activated; genes encoding cytoplasmic ribosomal
subunits, translation factors, tRNA synthetases are downregulated upon phagocytosis by murine
macrophage; Hap43p-induced gene

10

RPL19A

Ribosomal protein L19; genes encoding cytoplasmic ribosomal subunits, translation factors, tRNA
synthetases are downregulated upon phagocytosis by murine macrophages; Hap43p-induced gene

10

RPL25

Putative rRNA-binding ribosomal protein component of the 60S ribosomal subunit; Hap43p-induced
gene; shows colony morphology-related gene regulation by Ssné6p

RPL3

Putative ribosomal protein, large subunit; induced by ciclopirox olamine treatment; genes encoding
cytoplasmic ribosomal subunits are downregulated upon phagocytosis by murine macrophages;
Hap43p-induced gene

14

14

19

15

21

15

RPL38

60S ribosomal ribosomal protein subunit; genes encoding cytoplasmic ribosomal subunits, translation
factors, tRNA synthetases are downregulated upon phagocytosis by murine macrophage

RPL4B

Ribosomal protein 4B; genes encoding cytoplasmic ribosomal subunits, translation factors, and tRNA
synthetases are downregulated upon phagocytosis by murine macrophage

10

14

12

13

15

11

RPL5

Ribosomal protein; genes encoding cytoplasmic ribosomal subunits, translation factors, tRNA
synthetases are downregulated upon phagocytosis by murine macrophages; Hap43p-induced gene




RPL6

Protein similar to S. cerevisiae ribosomal subunit, Rpl6p; transposon mutation affects filamentous
growth; translation-related genes are downregulated upon phagocytosis by murine macrophage;
Hap43p-induced gene

10

10

11

12

RPS1

Putative ribosomal protein 10 of the 40S subunit, elicits a host antibody response during infection;
transcription is induced during active growth

11

20

17

18

15

RPS10

Ribosomal protein S10; downregulated in the presence of human whole blood or polymorphonuclear
(PMN) cells

RPS14B

Putative ribosomal protein; genes encoding cytoplasmic ribosomal subunits, translation factors, and
tRNA synthetases are downregulated upon phagocytosis by murine macrophage; transcription is
positively regulated by Tbhflp

11

10

11

RPS18

Predicted ribosomal protein; genes encoding cytoplasmic ribosomal subunits, translation factors,
tRNA synthetases are downregulated upon phagocytosis by murine macrophage; repressed by nitric
oxide; Hap43p-induced gene

10

12

RPS21

Predicted ribosomal protein; genes encoding cytoplasmic ribosomal subunits, translation factors, and
tRNA synthetases are downregulated upon phagocytosis by murine macrophage; transcription is
positively regulated by Thflp

11

12

12

12

RPS28B

Putative ribosomal protein S28B

RPS6A

Ribosomal protein 6A; localizes to cell surface of yeast cells but not hyphae; genes encoding
cytoplasmic ribosomal subunits are downregulated upon phagocytosis by murine macrophage;
possibly essential; Hap43p-induced

10

12

11

12

RPS7A

Ribosomal protein S7; genes encoding cytoplasmic ribosomal subunits, translation factors, and tRNA
synthetases are downregulated upon phagocytosis by murine macrophage

12

10

11

11

RPS8A

Small 40S ribosomal subunit protein; gene is induced by ciclopirox olamine; genes encoding
cytoplasmic ribosomal subunits are downregulated upon phagocytosis by murine macrophage; intron
in 5'-UTR; Hap43p-induced gene

SAM2

S-adenosylmethionine synthetase, localizes to surface of hyphal cells, but not yeast-form cells;
possible biofilm-induced expression (reports differ); alkaline upregulated; Hoglp-induced; farnesol-
downregulated

11

13

14

SDH2

Succinate dehydrogenase, Fe-S subunit; localizes to surface of yeast cells, but not hyphae;
transcriptionally regulated by iron; expression greater in high iron; repressed by nitric oxide, Hap43p;
induced during log phase aerobic growth

SNz1

Stationary phase protein; soluble in hyphae; induced on yeast to hyphal switch, in response to 3-
aminotriazole, or in azole-resistant strain overexpressing MDR1; regulated by Gendp, macrophage; no
human/murine homolog

12

10

12

14

12

SSA2

HSP70 family chaperone; found in cell wall fractions; antigenic; role in import of beta-defensin
peptides; ATPase domain binds histatin 5; at surface of hyphae, not yeast-form cells; farnesol-
downregulated in biofilm; caspofungin repressed

10

19

15

31

31

37

34

23

23

24




HSP70 family heat shock protein; mRNA in yeast cells and germ tubes; at surface of yeast cells, not

SSB1 hyphae; antigenic in human, mouse systemic infection; macrophage, GCN-induced; possibly essential | 17 | 17 | 19 20 [ 21 | 25 | 30 20 16 | 15
gene; sumoylation target; Hap43p-induced
Heat shock protein; at yeast-form cell surface, not hyphae; antigenic; Gecndp-regulated; induced by

SSC1 amino acid starvation (3-aminotriazole) or upon adherence to polystyrene; macrophage- 4 |10 | 10 18 |19 | 16 | 6 2 2 4
downregulated; sumoylation target; possibly essential
NAD-linked glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; glycolysis enzyme; binds fibronectin and

TDH3 laminin; at yeast and hyphal surface; antigenic in infection; farnesol-downregulated; stationary phase- | 17 | 24 | 16 29 | 27 | 27 | 31 28 22 0
enriched; biofilm-induced; GIcNAc-induced
Translation elongation factor 1-alpha, detected at the cell surface; binds human plasminogen;

TEF1 macrophage/pseudohyphal-induced; upregulated in RHE model of oral candidiasis and in clinical oral 10 | 14 | 14 19 | 19 | 18 | 27 16 16 0
candidiasis isolates; possibly essential gene
Putative transketolase; localizes to surface of yeast-form cells, but not hyphae; soluble protein in

TKL1 hyphae; transcription regulated by Nrglp, Miglp, and Tuplp; antigenic in human or murine infection; | 5 7 2 16 | 16 | 10 | 19 12 7 0
possibly essential (by UAU1 method)
TSA/alkyl hydroperoxide peroxidase C (AhPC) family protein; similar to thiol-dependent peroxidases

TSA1 of oxidative stress signaling; antigenic; hyphal surface, nucleus; yeast-form nucleus, cytoplasm; 3 7 5 9 8 |11 | 7 9 0 0
biofilm, phagocytosis, peroxide induced
Possible UTP-glucose-1-phosphaturidyl transferase; localizes to cell surface of yeast-form cells, but

UGP1 not hyphal cells; Hoglp-downregulated; stationary phase enriched protein; induced in oralpharyngeal | 3 2 2 11 | 12 | 13 | 12 7 6 0
candidasis

VPs1 Dynamin-family GTPase-related protein; induced upon adherence to polystyrene; regulated by Gen2p | ) ) 1211510/ 0 ) ) )

and Gendp







ANEXO 4: PROTEINAS INMUNOGENICAS

Proteina

Descripcion

LEVADURAS

HIFAS

HIFAS 10%S

2

3

2

3

ACH1

Acetyl-coA hydrolase; acetate utilization; nonessential; soluble protein in hyphae; antigenic in human;
induced on polystyrene adherence; farnesol-, ketoconazole-induced; no human or murine homolog;
stationary phase-enriched protein

ACO1

Aconitase; expression greater in high iron; 2 upstream CCAAT motifs; amino acid starvation (3-AT),
amphotericin B, phagocytosis, farnesol induced; fluconazole-downregulated; Gen4dp-regulated;
Hap43p-repressed; antigenic in infection

10

14

15

15

ACS2

Acetyl-CoA synthetase; antigenic during human and murine infection; upregulated by Efglp;
macrophage-induced protein; soluble protein in hyphae; gene contains an intron

14

13

12

13

ACT1

Actin; gene has intron; transcriptionally regulated by growth phase and by starvation; localizes to
polarized growth site in budding and hyphal cells; required for wild-type Cdc42p localization;
unprocessed N terminus; induced by Hap43p

16

15

15

18

15

10

ADE17

5-Aminoimidazole-4-carboxamide ribotide transformylase, enzyme of adenine biosynthesis; antigenic
in human; soluble protein in hyphae; not induced during GCN response, in contrast to the S. cerevisiae
ortholog

16

19

16

12

ADH5

Putative alcohol dehydrogenase; regulated by white-opaque switching; fluconazole-induced; antigenic
in murine infection; regulated by Nrglp, Tuplp; Hap43p-repressed, macrophage-downregulated
protein; biofilm- and planktonic growth-induced

AHP1

Putative alkyl hydroperoxide reductase; immunogenic in mouse; biofilm-induced; fluconazole-induced;
amphotericin B, caspofungin, alkaline downregulated; induced in core stress response; regulated by
Ssk1p, Nrglp, Tuplp, Ssn6p, Hoglp, Hap43p

ATP2

F1 beta subunit of F1FO ATPase complex; antigenic in human, mouse; induced by ciclopirox olamine;
flucytosine; caspofungin repressed; macrophage/pseudohyphal-induced; detected during exponential
and stationary growth phases

15

13

14

CEF3

Translation elongation factor 3; antigenic in humans; predicted C-term nucleotide-binding active site;
protein on surface of yeast, not hyphae; polystyrene adherence induced; higher protein amount in
stationary phase; possibly essential

15

17

19

30

33

27

42

27

19

23

DDR48

Immunogenic stress-associated protein; regulated by filamentous growth pathways; induced by
benomyl, caspofungin, ketoconazole or in azole-resistant strain; Hoglp, farnesol, alkaline
downregulated; stationary phase enriched; biofilm-induced

10

13

11

11

19

10

EFB1

Translation elongation factor EF-1 beta; downregulated in the presence of human whole blood or
PMNs; macrophage/pseudohyphal-induced; antigenic in mouse; farnesol-downregulated; the snoRNA
snR18 is encoded within the EFB1 intron

EFT2

Elongation Factor 2 (eEF2); GTPase; essential; highly expressed; target of sordarin antifungals; antigenic
in human/mouse; lacks site for regulatory phosphorylation by eEF2 kinase; GCN-regulated; higher
protein amount in stationary phase

16

14

24

25

23

20

16

17

15




FBAl

Putative fructose-bisphosphate aldolase, enzyme of glycolysis; antigenic in murine/human infection;
regulated by yeast-hyphal switch; induced by Efglp, Gendp, Hoglp, biofilm, planktonic growth, or
fluconazole; phagocytosis-repressed

14

18

16

18

21

19

13

18

GND1

Putative 6-phosphogluconate dehydrogenase; soluble in hyphae; farnesol-, macrophage-induced
protein; antigenic in mice; dual localization to cytosol and peroxisomes depends on alternative splicing

10

15

16

19

17

16

16

GPM1

Phosphoglycerate mutase; surface protein that binds host complement Factor H and FHL-1; antigenic
in murine/human infection; biofilm-, fluconazole-, or amino acid starvation (3-AT) induced, farnesol-
downregulated; biofilm, Hap43p-induced

12

GRE3

Putative D-xylose reductase; antigenic in murine systemic infection; soluble protein in hyphae;
transcriptionally induced by macrophage interaction and by Mnllp under weak acid stress; farnesol-
induced; stationary-phase enriched protein

GRP2

Methylglyoxal reductase; regulation associated with azole resistance; induced in core stress response
or by oxidative stress (via Caplp), fluphenazine, benomyl, or with long term fluconazole treatment;
Hap43p-induced; antigenic in humans

15

HXK2

Hexokinase II; antigenic in humans; downregulated by human neutrophils; Efglp-regulated; biofilm,
fluconazole-induced; shows colony morphology-related gene regulation by Ssn6p; protein present in
exponential and stationary growth phases

15

12

10

13

28

19

13

17

ILV5

Ketol-acid reductoisomerase; antigenic in human/murine infection; regulated by Gen4p; GlcNAc, amino
acid starvation (3-AT)-induced; biofilm induced; macrophage-downregulated protein; protein present
in exponential and stationary phase

10

IMH3

Inosine monophosphate (IMP) dehydrogenase; enzyme of GMP biosynthesis; target of mycophenolic
acid and mizoribine monophosphate; antigenic during infection; downregulated in core stress
response; snoRNA snR54 encoded within IMH3 intron

INO1

Inositol-1-phosphate synthase; inositol biosynthesis; antigenic in human; repressed by farnesol in
biofilm or by caspofungin; regulated during biofilm, planktonic growth; upstream inositol/choline
regulatory element; glycosylation predicted

19

20

17

10

13

10

12

IPP1

Putative inorganic pyrophosphatase; antigenic; soluble protein in hyphae; macrophage-induced
protein; protein present in exponential and stationary growth phase yeast cultures; possibly an
essential gene (UAU1 method); sumoylation target

12

12

12

14

15

10

LEU1

3-isopropylmalate dehydratase; antigenic in humans; decreased expression in hyphae vs yeast cells;
alkaline downregulated; upregulated by human whole blood or PMN cells; regulated by Seflp-, Sfulp-,
and Hap43p

LPD1

Putative dihydrolipoamide dehydrogenase; soluble in hyphae; antigenic in human oral infection and
murine systemic infection; macrophage-induced protein; protein present in exponential and stationary
phase yeast cultures; Hap43p-repressed

MDH1

Malate dehydrogenase, mitochondrial; transcription regulated by Miglp, Tuplp, white-opaque
switching; induced in high iron, biofilm; regulated upon phagocytosis; antigenic during murine and
human infection

14

12




O-acetylhomoserine O-acetylserine sulfhydrylase; involved in sulfur amino acid biosynthesis;

MET15 immunogenic; Hoglp, biofilm, possibly adherence-induced; brown colony color of homozygous mutant 5 7 8 7 7 8 4 5
in Pb(2+) medium is visual selection marker
Essential 5-methyltetrahydropteroyltriglutamate-homocysteine methyltransferase (cobalamin-
MET6 independent methionine synthase); antigenic during murine or human systemic infection; heat shock, 8 18 | 24 | 21 | 34 27 | 16 | 12
estrogen, possibly biofilm, and GCN-induced
Essential antigenic HSP70 family protein, required for fluconazole resistance and calcineurin-
MSI3 dependent transcription; interacts with Cgrlp; transcriptionally regulated by iron; farnesol 5 22 | 22 | 21 | 14 12 | 3 4
downregulated in biofilm; sumoylation target
Protein with similarity to S. cerevisiae Not5p, a member of the transcription regulatory CCR4-NOT
NOT5 complex; required for hyphal growth; antigenic during human oral infection; greater expression in - 2 2 2 0 - - -
yeast-form cells than hyphae
orf19.1946 Similar t? an aldose .1—epimeras.e—related protein; antigenic during murine sy.stemic infection; protein 6 3 4 4 3 ) ) )
present in exponential and stationary growth phase yeast cultures; Hap43p-induced gene
Putative protein disulfide-isomerase; antigenic in human infection; soluble protein in hyphae;
PDI1 transcription induced upon filamentous growth; protein present in exponential and stationary growth 7 19 |20 |17 | 6 15 | 10 | 10
phase yeast cultures
Putative glucose-6-phosphate isomerase, enzyme of glycolysis; antigenic in human; Efglp-regulated;
PGI1 induced in biofilm, upon adherence to polystyrene; downregulated by human neutrophils, upon 19 12 | 17 | 15 | 21 20 | 7 7
phagocytosis
Eisosome component with a predicted role in endocytosis; echinocandin-binding protein; localizes to
PIL1 cell surface of hyphae, but not yeast-form cells; biofilm induced; fungal-specific (no human/murine 10 16 | 16 | 16 | 13 10 | 3 7
homolog); Hap43p-induced
Mitochondrial outer membrane porin; in detergent-resistant membrane fraction (possible lipid raft
POR1 component); antigenic in human, mouse; Hap43p-induced; flucytosine-, macrophage-, farnesol- - 1 1 3 0 - - -
induced; fluconazole, caspofungin repressed
Ubiquinol-cytochrome-c reductase; antigenic; induced by interaction with macrophage; repressed by
QCR2 nitric oxide; in detergent-resistant membrane fraction (possible lipid raft component); levels decrease 1 3 3 5 0 - - -
in stationary phase; Hap43p-repressed
Putative ribosomal subunit; antigenic during murine systemic infection; genes encoding cytoplasmic
RPL13 ribosomal subunits, translation factors, and tRNA synthetases are downregulated upon phagocytosis 5 7 6 7 8 2 1 2
by murine macrophage
Putative ribosomal protein; antigenic in mouse; biofilm induced; cytoplasmic ribosomal subunit,
RPPO translation factor, tRNA synthetase genes are downregulated upon phagocytosis by murine 7 9 (11| 9 7 6 4 3
macrophage; induced by Thflp; overlaps orf19.7014
Putative S-adenosyl-L-homocysteine hydrolase; predicted enzyme of sulfur amino acid metabolism;
SAH1 antigenic in human; biofilm-, alkaline-, fluconazole-induced expression; Gen4p-regulated; amino acid 16 21 | 21| 18 | 19 14 | 7 6

starvation (3-AT) repressed




SAM2

S-adenosylmethionine synthetase, localizes to surface of hyphal cells, but not yeast-form cells; possible
biofilm-induced expression (reports differ); alkaline upregulated; Hoglp-induced; farnesol-
downregulated

11

13

14

SEC13

Putative protein transport factor; antigenic during murine systemic infection; macrophage-
downregulated protein abundance; protein level decreases in stationary phase cultures

SHM2

Cytoplasmic serine hydroxymethyltransferase; complements glycine auxotrophy of S. cerevisiae shm1
shm2 gly1-1 triple mutant; antigenic in human; soluble protein in hyphae; farnesol-upregulated in
biofilm; stationary-phase enriched protein

11

12

15

TIF

Translation initiation factor; upregulated in highly virulent strain compared to less virulent strain;
antigenic in human; flucytosine induced; translation-related genes are downregulated upon
phagocytosis

10

11

11

14

10

TOS1

Protein similar to alpha agglutinin anchor subunit; secreted; exogenously expressed protein is a
substrate for Kex2p processing in vitro; fluconazole-induced; induced by alpha pheromone in Spiderm
medium; Hap43p-induced

11

10

10

10

TPI1

Triose-phosphate isomerase; antigenic in mouse or human; mutation affects filamentous growth;
biofilm-induced; macrophage-downregulated protein; protein present in exponential and stationary
growth phase yeast cultures; possibly essential

10

11

10

11

17

YST1

Ribosome-associated protein; antigenic in mice; complements S. cerevisiae ystl yst2 mutant; similar to
laminin-binding proteins, does not bind laminin; predicted S/T phosphorylation, N-glycosylation,
myristoylation, Hap43p-, Gecndp-regulated

ZWF1

Putative glucose-6-phosphate dehydrogenase; antigenic in murine infection; activity induced by O2 or
oxidizing agents H202 or menadione; caspofungin repressed; macrophage induced; induced in core
stress response; regulated by Gen2p, Gendp




ANEXO 5: PROTEINAS ESPECIFICAS DE HONGOS

ADE1

Phosphoribosylaminoimadazole succinocarboxamide synthetase, enzyme of adenine biosynthesis; not
induced in GCN response, unlike the S. cerevisiae ortholog; fungal-specific (no human or murine homolog);
levels decrease in stationary phase

ADH2

Alcohol dehydrogenase; soluble in hyphae; fungal-specific; expression regulated by white-opaque
switching; regulated by Ssn6p; transcriptionally indued by Mnllp by weak acid stress; protein enriched in
stationary phase yeast cultures

ARO1

Putative pentafunctional arom enzyme; fungal-specific (no human or murine homolog); Gen2p-, Gen4dp-
regulated

ARO2

Putative chorismate synthase; fungal-specific (no human or murine homolog); protein level decreased in
stationary phase yeast cultures; GIcNAc-induced protein

ARO7

Putative chorismate mutase; fungal-specific (ho human or murine homolog); alkaline upregulated

FMP27

Putative mitochondrial protein; mRNA binds She3p; fungal-specific (no human or murine homolog)

GDH2

Putative NAD-specific glutamate dehydrogenase; fungal-specific (no human or murine homolog);
transcription is regulated by Nrglp, Miglp, Tuplp, and Genép; stationary phase enriched protein; biofilm-
induced

GNP1

Protein similar to asparagine and glutamine permease; fluconazole or caspofungin induced; transcription is
regulated by Nrglp, Miglp, Tuplp, Gen2p, Gendp, and alkaline regulated by Rim101p; biofilm-induced;
fungal-specific

HIS7

Putative imidazole glycerol phosphate synthase; histidine biosynthesis; no human/murine homolog;
transcription induced by histidine starvation; regulated by Gen2p and Gen4p; higher protein level in
stationary phase

HOM3

Putative L-aspartate 4-P-transferase; fungal-specific (no human or murine homolog); regulated by Gen2p
and Gendp; early-stage biofilm-induced gene

LEU42

Putative alpha-isopropylmalate synthase; fungal-specific (no human/murine homolog); upregulated in the
presence of human blood or polymorphonuclear cells; regulated by Gen2p and Gendp; stationary phase
enriched protein

LYS1

Saccharopine dehydrogenase (biosynthetic); enzyme of alpha-aminoadipate lysine biosynthesis pathway;
functionally complements S. cerevisiae lys1 mutation; fungal-specific (no human or murine homolog)

MCA1

Putative cysteine protease with similarity to S. cerevisiae Mcalp; has a role in apoptotic cell death upon
H202 treatment; fungal-specific (no human or murine homolog); farnesol-induced

NDE1

Putative NADH dehydrogenase that could act alternatively to complex | in respiration; caspofungin
repressed; fungal-specific (no human or murine homolog); transcription is upregulated in both
intermediate and mature biofilms

orf19.2269

Putative 3-phosphoserine phosphatase; fungal-specific (no human or murine homolog); increased
transcription observed upon benomyl treatment or in an azole-resistant strain that overexpresses MDR1;
early-stage biofilm-induced




osm1

Putative flavoprotein subunit of fumarate reductase; soluble protein in hyphae; fungal-specific (no human
or murine homolog); caspofungin repressed; stationary phase enriched protein; biofilm-induced gene

PHM?7

Putative transporter; fungal-specific (no human or murine homolog); Hoglp-downregulated;
downregulated in response to 17-beta-estradiol, ethynyl estradiol; Hap43p-induced gene

PST3

Putative flavodoxin; biofilm induced; fungal-specific (no human or murine homolog); stationary phase
enriched protein

RGD3

Putative Rho GTPase activating protein; fungal-specific (no human or murine homolog)

RIB5

Putative riboflavin synthase; fungal-specific (no human or murine homolog); farnesol-downregulated;
protein present in exponential and stationary growth phase yeast cultures

SCT1

Putative glycerol-3-phosphate O-acyltransferase; fungal-specific (no human or murine homolog)

w| N | B

SVF1

Putative survival factor; stationary phase enriched protein; fluconazole-induced; regulated by Gen4p;
repressed in response to amino acid starvation (3-AT treatment); fungal-specific (no human or murine
homolog)

YCP4

Putative flavodoxin; fungal-specific (no human or murine homolog)




ANEXO 6: PROTEINAS RELACIONADAS CON ANTIFUNGICOS

Aspartate aminotransferase; soluble protein in hyphae; macrophage-induced protein; alkaline

AAT1 upregulated; amphotericin B repressed; gene used for strain identification by multilocus sequence typing; 4 3 7 4 0
farnesol-, Hap43p-induced; GlcNAc-induced
Protein similar to S. cerevisiae Abpl1p, which is an actin-binding protein of the cortical actin cytoskeleton;

ABP1 . . . . 6 14 | 12 | 13 | 13
caspofungin induced; protein only detected in stationary phase yeast-form cultures
Protein similar to a region of acyl-coenzyme-A-binding protein; amphotericin B repressed; regulated by

ACB1 . 2 4 5 5 3
Nrglp, Tuplp; Hap43p-induced
Putative acetyl-coenzyme-A carboxylases; regulated by Efglp; amphotericin B repressed; caspofungin

ACC1 repressed; intron in 5'-UTR; gene used for strain identification by multilocus sequence typing; Hap43p- 2 32 |40 | 34 | 25
induced gene
Putative acetyl-CoA synthetase; upregulated by human neutrophils; fluconazole-downregulated; regulated

ACS1 by Nrglp and Miglp; shows colony morphology-related gene regulation by Ssn6p; only detected in - 3 3 0 2
stationary phase cultures; biofilm-induced
Adenosine kinase; heterozygous null mutant exhibits resistance to cordycepin in the C. albicans fitness

ADO1 . . . . . 10 7 8 8 9
test; ketoconazole-induced; protein level decreased in stationary phase cultures; sumoylation target
NAD-aldehyde dehydrogenase; decreased expression in fluconazole-resistant isolate, or in hyphae; biofilm

ALD5 induced; fluconazole-downregulated; protein abundance is affected by URA3 expression in the CAI-4 4 10| 9 |10 9
strain; stationary phase enriched
F1-ATP synthase complex subunit; caspofungin repressed; flucytosine and macrophage/pseudohyphal-

ATP3 . . . . . - 2 2 2 0
induced; present in exponential and stationary growth phases; Hap43p-induced gene

ATPS Putative FO-ATP synthase FO subunit B; caspofungin repressed; protein level decreased in stationary phase ) 7 7 4 1
yeast cultures
Ornithine aminotransferase; role in arginine metabolism; alkaline upregulated; mutation confers

CAR2 hypersensitivity to toxic ergosterol analog and to amphotericin B; present in exponential and stationary 7 3 6 6 9
phase yeast cultures; biofilm-induced
Catalase; resistance to oxidative stress, neutrophils, peroxide; role in virulence; regulated by iron,

CAT1 ciclopirox, fluconazole, carbon source, pH, Rim101p, Ssn6p, Hoglp, Hap43p, Sfulp, Seflp, farnesol, core - 3 2 3 0
stress response
Septin; essential for viability; functional homolog of S. cerevisiae Cdc3p; down-regulation associated with

CcDC3 azole resistance; macrophage/pseudohyphal-repressed; virulence-group-correlated expression; gene has - 16 | 14 | 18 | 7
intron
Cytosolic leucyl tRNA synthetase; conserved amino acid and ATP binding class | signature, tRNA binding,

CDC60 proofreading motifs; likely essential for growth; interacts with benzoxaborole antifungals; present in 5 11 |13 | 9 8
exponential and stationary phase

COX13 Cytochrome c oxidase; flucytosine induced; repressed by nitric oxide - 2 3 2 0




CRM1

Functional homolog of S. cerevisiae Crm1p, which acts in protein nuclear export; predicted to be resistant
to antifungal drug leptomycin B; partially suppresses signal transduction defects of S. cerevisiae ste20
mutant

Cys3

Cystathionine gamma-lyase; upregulated by alkaline, biofilm, amphotericin B, heavy metal (cadmium)
stress, oxidative stress (via Caplp); possibly adherence-induced; Hoglp regulated; levels decrease in
stationary phase yeast cells

DAG7

Secretory protein; alpha-factor induced gene; mutation confers hypersensitivity to toxic ergosterol analog;
a-specific transcription; planktonic growth-induced; fluconazole-induced

DAK2

Putative dihydroxyacetone kinase; transcription decreases upon yeast-hyphal switch; fluconazole-induced;
caspofungin repressed; protein enriched in stationary phase yeast cultures; biofilm- and planktonic
growth-induced gene

10

DAP1

Similar to mammalian membrane-associated progesterone receptors involved in DNA damage response;
induced in core stress response; Hoglp regulated; clade-associated expression; Hap43p-repressed;
planktonic growth-induced gene

DBP2

Putative DEAD-box family ATP-dependent RNA helicase; flucytosine induced; downregulated in core stress
response

DEF1

Regulator of RNA polymerase Il; required for filamentous growth and epithelial cell escape, dissemination
in RHE model; induced by fluconazole, high cell density; Efglp/hyphally regulated; role in adhesion and
hyphal growth on solid surface

ECE1

Hyphal-specific protein; expression increases with extent of cell elongation; regulated by Rfglp, Nrglp,
Tuplp, Cphlp, Efglp, Hoglp, farnesol, phagocytosis; fluconazole-induced; may contribute to biofilm
formation

16

19

16

15

14

ERG1

Squalene epoxidase, catalyzes epoxidation of squalene to 2,3(S)-oxidosqualene in the ergosterol
biosynthesis; target of allylamine antifungal drugs; uses NADH as a reducing cofactor, while S. cerevisiae
Erglp uses NADPH; biofilm-induced

ERG10

Acetyl-CoA acetyltransferase; role in ergosterol biosynthesis; soluble in hyphae; changes in protein
abundance associated with azole resistance; fluconazole or ketoconazole induced; macrophage-
downregulated protein; GIcNAc-induced protein

ERG11

Lanosterol 14-alpha-demethylase, cytochrome P450 family member, role in ergosterol biosynthesis; target
of azole antifungals; may contribute to drug resistance; azole- or biofilm-induced; drug treated biofilm
induced; hypoxia regulated

ERG13

3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A synthase; ergosterol biosynthesis protein; sumoylation target;
transposon mutation affects filamentous growth; amphotericin B, caspofungin repressed; exponential and
stationary growth phase expressed

11

ERG4

Protein similar to sterol C-24 reductase; shows Mob2p-dependent hyphal regulation; fluconazole-induced;
caspofungin repressed

ERG6

Delta(24)-sterol C-methyltransferase, converts zymosterol to fecosterol in ergosterol biosynthesis by
methylating C-24; mutation confers nystatin resistance; Hap43p, fluconazole-induced; upregulated in
azole-resistant strain; GlcNAc-induced




ERG9

Putative farnesyl-diphosphate farnesyl transferase (squalene synthase) involved in the sterol biosynthesis
pathway; likely to be essential for growth; regulated by fluconazole and lovastatin; amphotericin B,
caspofungin repressed

FAS1

Beta subunit of fatty-acid synthase; multifunctional enzyme; fluconazole-induced; Hap43p-induced;
amphotericin B, caspofungin repressed; macrophage/pseudohyphal-induced; fungal-specific (no human or
murine homolog)

38

42

41

FAS2

Alpha subunit of fatty-acid synthase; required for virulence in mouse systemic infection and rat
oropharyngeal infection models; regulated by Efglp; fluconazole-induced; amphotericin B repressed

34

34

34

16

FDH1

Formate dehydrogenase, oxidizes formate to produce CO2; Miglp regulated; induced by macrophages;
fluconazole-downregulated; downregulated by Efglp under yeast, not hyphal, growth conditions;
predicted cytosolic; stationary phase enriched

10

FET3

Multicopper oxidase; required for growth in low-iron; required for prostaglandin E2 production; functional
homolog of S. cerevisiae Fet3p; ketoconazole, caspofungin, amphotericin B repressed; regulated by Seflp,
Sfulp, and Hap43p

FRP3

Putative ammonium transporter; upregulated in the presence of human neutrophils; fluconazole-
downregulated; repressed by nitric oxide

FUM12

Putative fumarate hydratase, enzyme of citric acid cycle; fluconazole-downregulated; downregulated by
Efglp; transcriptionally regulated by iron; expression greater in high iron; protein present in exponential
and stationary growth phase

GAD1

Putative glutamate decarboxylase; alkaline, macrophage-downregulated gene; amphotericin B induced;
transcriptionally activated by Mnl1lp under weak acid stress; stationary phase enriched protein

GIS2

Putative transcription factor; expression is increased in high iron and reduced upon yeast-hyphal switch;
null mutant exhibits sensitivity to sorbitol, 5-fluorocytosine, and cold temperatures

GLK1

Putative glucokinase; transcription regulated upon yeast-hyphal switch; regulated by Efglp; fluconazole-
induced; induced in core stress response; shows colony morphology-related gene regulation by Ssnép;
GIcNAc-induced protein

GRX3

Putative glutaredoxin; flucytosine induced; regulated by Gendp; repressed in response to amino acid
starvation (3-aminotriazole treatment)

GUAl

Putative GMP synthase, involved in the final step of guanine biosynthesis; soluble protein in hyphae;
flucytosine induced; macrophage-downregulated protein abundance; protein level decreases in stationary
phase cultures

HGT6

Putative high-affinity major facilitator superfamily glucose transporter; 20 family members; 12 probable
membrane-spanning segments; core stress response, fluconazole-induced; biofilm-induced; induced in
oralpharyngeal candidasis

HGT?7

Putative glucose transporter, major facilitator superfamily; glucose-, fluconazole-, Snf3p-induced,
expressed at high glucose; upregulated in biofilm; C. albicans glucose transporter family comprises 20
members; 12 TM regions predicted

HHF1

Putative histone H4; reduced mRNA in homozygous fkh2 null mutant; regulated by Efglp; fluconazole
induced; amphotericin B repressed; farnesol regulated; shows colony morphology-related gene regulation
by Ssn6p; Hap43p-induced gene




HMG-CoA reductase; enzyme of sterol pathway; inhibited by lovastatin; gene not transcriptionally

HMG1 . . - 1 2 1 2 -
regulated in response to lovastatin and fluconazole
MAP kinase of osmotic-, heavy metal-, and core stress response; role in regulation of glycerol, D-arabitol in
HOG1 response to stress; phosphorylated in response to H202 (Ssk1p-dependent) or NaCl; mutant induces - 2 2 2 4 -
protective mouse immune response
Heat-shock protein; induced upon osmotic/oxidative/cadmium stress, fluphenazine treatment, low iron,
HSP12 CDR1 and CDR2 overexpression, or ssn6 or ssk1 homozygous null mutation; repressed by Hoglp, 8 8 8 8 | 17 7
flucytosine, elevated CO2
HTA1 Histone H2A; reduced mRNA abundance detected in homozygous fkh2 null mutant; amphotericin B : 5 3 0 0 3
repressed; farnesol regulated; RNA abundance regulated by tyrosol and cell density; Hap43p-induced gene
IFE2 Putative alcohol dehydrogenase; decreased expression in hyphae compared to yeast-form cells; Efglp- 3 ) ) 3 0 1
regulated; fluconazole-induced; Hoglp-induced; increased expression in response to prostaglandins
Putative isoleucyl-tRNA synthetase, the target of drugs including the cyclic beta-amino acid
ILS1 icofungipen/PLD-118/BAY-10-8888 and mupirocin; protein present in exponential and stationary growth 2 9 7 [ 10| 5 -
phase yeast cultures
KRE30 YEF3-subfamily ABC family protein, predicted not to be a transporter; downregulated during core stress ) 5 5 6 4 )
response; mutation confers hypersensitivity to amphotericin B
LAG1 Putative ceramide synthase component; Hap43p-repressed gene; amphotericin B repressed - 1 1 1 1 -
Putative succinate-CoA ligase subunit; transcriptionally regulated by iron; expression greater in high iron;
LSC1 . . . . . 2 4 5 5 3 -
fluconazole-induced; f protein present in exponential and stationary growth phase yeast cultures
Eisosome component with a predicted role in endocytosis; protein present in exponential and stationary
LSP1 growth phase yeast cultures; caspofungin repressed; biofilm induced; fungal-specific (ho human/murine 11 14 | 11 | 15| 16 11
homolog); sumoylation target
Putative homocitrate synthase of lysine biosynthesis; expression increased in a fluconazole-resistant
LYS21 isolate; colony morphology-related gene regulation by Ssn6p; ketoconazole-repressed; regulated by - 7 6 8 8 -
Gen2p, Gendp, Hap43p
Putative enzyme of lysine biosynthesis; soluble protein in hyphae; amphotericin B repressed; Gen4p-
LYS9 regulated; shows colony morphology-related gene regulation by Ssn6p; protein present in exponential and - 4 6 5 4 -
stationary growth phase yeast cells
MBF1 Putative transcriptional coactivator; caspofungin repressed 1 2 2 4 3 -
ATP sulfurlyase of sulfate assimilation; repressed by Met or Cys, Sfulp, or in fluconazole-resistant isolate;
MET3 strongly induced on biofilm formation, even in presence of Met and Cys; Hoglp-, caspofungin-, white - 4 4 6 2 -
phase-induced
Putative mitochondrial phosphate transporter; caspofungin repressed; expression is increased in a
MIR1 . . . 1 1 1 1 1 -
fluconazole-resistant isolate; induced upon adherence to polystyrene
Similar to precursor of mitochondrial C1-tetrahydrofolate synthase; putative protein of glycine catabolism;
MIS11 . . . . 3 11| 10 | 14 8 -
downregulated by Efglp; fluconazole-induced; stationary phase enriched protein
MRF1 Putative mitochondrial respiratory protein; induced by farnesol, benomyl treatment, nitric oxide, core : 1 5 1 5 :

stress response; oxidative stress-induced via Caplp; stationary-phase enriched protein




Mevalonate diphosphate decarboxylase; functional homolog of S. cerevisiae Erg19p; possible drug target;

MVD transcriptionally regulated by carbon source, yeast-hyphal switch, growth phase, antifungals; gene has - - 2 3 3 1 -
intron
Putative methionine sulfoxide reductase; flucytosine induced; Plc1p-regulated; upregulated in the
MXR1 presence of human neutrophils; macrophage regulated (gene induced, protein decreased); possibly - - 2 1 2 2 2
adherence-induced
NADPH-cytochrome P450 reductase, acts with Ergllp in sterol 14 alpha-demethylation in ergosterol
NCP1 . . . . . . . = = 3 2 2 0 -
biosynthesis; subject to hypoxic regulation; ketoconazole-induced; caspofungin repressed
NHPGA Putative non-histone chromatin component; RNA abundance regulated by tyrosol and cell density; 1 ) 5 5 ) 4 3
Hap43p-induced; amphotericin B, caspofungin repressed; intron in 5'-UTR
NMT1 Myristoyl-CoA:protein N-myristoyltransferase; attaches the fatty acid myristate to a small number of . ) 1 1 1 1 )
proteins at an N-terminal Gly; essential; antifungal drug target; functional homolog of S. cerevisiae Nmt1p
NOP1 Nucleolar protein; flucytosine induced; Hap43p-induced gene 1 1 4 4 3 6 -
Fatty acid desaturase, essential protein involved in oleic acid synthesis; required for aerobic hyphal growth
OLE1 and chlamydospore formation; subject to hypoxic regulation; fluconazole-induced; caspofungin repressed; - - 5 4 2 2 -
Hap43p-induced
orf19.1902 Putative nucleolar protein; Hap43p-induced gene; mutation confers resistance to 5-fluorocytosine (5-FC), . ) 1 1 1 0 )
5-fluorouracil (5-FU), and tubercidin (7-deazaadenosine)
Protein with similarity to mucins; ketoconazole-induced; fluconazole-downregulated; mRNA abundance
orf19.2296 | increased in a cyrl mutant than in wild type; colony morphology-related gene regulation by Ssn6ép; late- 11 | 19 21 | 19 | 19 | 34 11
stage biofilm-induced
Transcriptionally regulated by iron; expression greater in high iron; downregulated in core caspofungin
orf19.2452 | response; ketoconazole-repressed; shows colony morphology-related gene regulation by Ssn6p; possibly - - 1 3 0 0 -
subject to Kex2p processing
orf19.2622 | Protein required for resistance to toxic ergosterol analog 1 2 8 8 8 7 -
orf19.3260 Ortholog(s) have phosphopantothenoylcysteine decarboxylase activity, role in coenzyme A biosynthetic . ) 0 5 1 1 )
process, response to salt stress and phosphopantothenoylcysteine decarboxylase complex localization
Ortholog(s) have SNAP receptor activity and role in Golgi to vacuole transport, intra-Golgi vesicle-mediated
orf19.337 . . . . = - 3 3 1 1 -
transport, vacuole fusion, non-autophagic, vesicle fusion
orf19.3475 Described as a Gag-related protein; hyph_al_indu.ced; downregulatio.n correlates with f:linical development 3 6 5 7 5 4 5
of fluconazole resistance; repressed by nitric oxide, 17-beta-estradiol, ethynyl estradiol
Secreted potein; Hap43p-repressed; fluconazole-induced; regulated by Tsalp, TsalBp under H202 stress
orf19.3499 L e . . - - - - - - 0
conditions; transcriptionally activated by Mnllp under weak acid stress
AGE3 - Putative ADP-ribosylation factor GTPase activating protein, functional ortholog of S. cerevisiae
orf19.3683 | GCS1; mutation affects endocytosis, hyphal growth, chemical and drug resistance, and sensitivity to cell 1 3 3 2 1 3 -
wall inhibitors
orf19.3932 .Stationary phase enriched protein.; induced in core casp.ofungin response; induced by nitric oxi.de ) 6 6 5 6 6 4
independent of Yhblp; repressed in a ssrl null mutant; induced by ketoconazole and by hypoxia
orf19.4216 Putative Products heat shock protein; decreased expression in hyphae compared to yeast-form cells; 3 3 3 3 s | 17 7

transcription is increased in populations of cells exposed to fluconazole over multiple generations




orf19.5180

PRX1 - Thioredoxin peroxidase; transcriptionally induced by interaction with macrophage; fluconazole
induced; Fkh2p-downregulated; caspofungin repressed; protein present in exponential and stationary
growth phase yeast cultures

orf19.5517

Similar to alcohol dehydrogenases; increased transcription is observed upon benomyl treatment; induced
by nitric oxide; induced in core stress response; oxidative stress-induced via Caplp

orf19.5947

Putative guanine nucleotide exchange factor (GEF); mutation confers hypersensitivity to Brefeldin A;
caspofungin repressed

orf19.6014

Putative ribosome biogenesis and nuclear export protein; Hap43p-induced gene; mutation confers
hypersensitivity to 5-fluorocytosine (5-FC), 5-fluorouracil (5-FU), and tubercidin (7-deazaadenosine)

orf19.6553

Membrane-localized protein; possibly secreted; fluconazole-induced

orf19.7034

Ortholog(s) have eukaryotic initiation factor 4E binding activity, role in negative regulation of translation
and cytoplasmic stress granule, mRNA cap binding complex localization

orf19.7160

Ortholog(s) have role in cellular response to oxidative stress, response to osmotic stress, ribosomal small
subunit biogenesis and cytosol, nucleus localization

orf19.7310

Protein similar to S. cerevisiae Gin3p; transcription is upregulated in response to treatment with ciclopirox
olamine; positively regulated by Sfulp; Hoglp, fluconazole-downregulated; Hap43p-induced

orf19.7350

RCT1 - Fluconazole-induced protein; elevated mRNA levels in a cyrl or rasl null mutant and decreased
mRNA abundance in efgl null mutant; regulated by Nrglp, Tuplp, Tbflp, Ssn6p; induced in oralpharyngeal
candidasis

orf19.7368

Ortholog(s) have mRNA binding, poly(U) RNA binding activity and role in nuclear-transcribed mRNA
catabolic process, nonsense-mediated decay, regulation of mRNA stability, stress granule assembly

orf19.7384

Putative GTPase; Hap43p-induced gene; mutation confers hypersensitivity to 5-fluorocytosine (5-FC), 5-
fluorouracil (5-FU), and tubercidin (7-deazaadenosine); decreased expression in response to
prostaglandins

orf19.7531

Putative protein of unknown function; stationary phase enriched protein; transcription is induced upon
yeast-hyphal transition; benomyl or caspofungin induced; Hap43p-repressed gene

orf19.7602

Putative Hsp90p co-chaperone; Hap43p-repressed gene; heavy metal (cadmium) stress-induced; oxidative
stress-induced via Caplp

orf19.822

HSP21 - Small heat shock protein involved in stress response and virulence; detected in some, not all,
biofilm extracts; fluconazole-downregulated; transcription induced in cyrl or rasl mutants; stationary
phase enriched protein

orf19.951

Hap43p-repressed gene; transcription downregulated upon yeast-hyphal switch; fluconazole-induced;
biofilm-induced

PBS2

MAPK kinase (MAPKK); role in osmotic and oxidative stress responses, oxidative stress adaptation;
required for stress regulation of Hoglp localization and activity; functional homolog of S. cerevisiae Pbs2p

PCK1

Phosphoenolpyruvate carboxykinase; regulated by hyphal switch, carbon source, Hap43p; repressed on
glucose; induced by fluconazole, phagocytosis, H202, biofilm formation; induced in oralpharyngeal
candidasis

PDA1

Putative pyruvate dehydrogenase alpha chain; fluconazole-induced; protein present in exponential and
stationary growth phase yeast cultures; Hap43p-induced gene

15

12

16




PDB1

Putative pyruvate dehydrogenase; fluconazole-induced; protein level decreases in stationary phase
cultures

PET9

Mitochondrial ADP/ATP carrier protein involved in ATP biosynthesis; possible lipid raft component; 3
predicted transmembrane helices; flucytosine induced; ketoconazole-induced; downregulated by Efglp

11

11

10

PFK1

Phosphofructokinase alpha subinit, Pfk1p-Pfk2p heteromultimer; activated by fructose 2,6-bisphosphate,
AMP, inhibited by ATP; activity reduced on hyphal induction; phagocytosis-downregulated; fluconazole-
induced; biofilm-induced

23

23

21

14

PFK2

Phosphofructokinase beta subunit, a Pfk1p-Pfk2p heteromultimer; activated by fructose 2,6-bisphosphate,
AMP, inhibited by ATP; downregulated upon phagocytosis or hyphal growth; fluconazole-induced;
stationary-phase enriched; biofilm-induced

10

14

17

14

14

PHO88

Protein with a role in phosphate transport; biofilm-regulated expression; amphotericin B repressed

PMA1l

Plasma membrane H(+)-ATPase; highly expressed, comprising 20-40% of total plasma membrane protein;
abundance increases at stationary phase transition; fluconazole induced; caspofungin repressed;
upregulated in RHE model

13

23

23

25

14

11

PYC2

Putative pyruvate carboxylase, binds to biotin cofactor; up-regulated in mutant lacking the Ssklp response
regulator protein, upon benomyl treatment, or in an azole-resistant strain overexpressing MDR1;
stationary phase enriched protein

15

16

17

RBP1

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase; rapamycin-binding protein; homozygous null mutation confers
rapamycin resistance; regulated by Gen4p; macrophage-induced protein; repressed in response to 3-AT;
functional homolog of S. cerevisiae Rbplp

RCK2

Predicted MAP kinase-activated protein kinase, similar to S. cerevisiae serine/threonine protein kinase
Rck2p; induced by osmotic stress via Hoglp; macrophage/pseudohyphal-repressed; mutants are sensitive
to rapamycin

RNR21

Ribonucleoside-diphosphate reductase; regulated by tyrosol and cell density; transcription upregulated in
response to ciclopirox olamine; fluconazole or flucytosine induced; regulated by Seflp, Sfulp, and Hap43p;
planktonic growth-induced

11

RPT2

Putative ATPase of the 19S regulatory particle of the 26S proteasome; oxidative stress-induced via Caplp

SNF1

Essential protein; functional homolog of S. cerevisiae Snflp regulator of sugar metabolism; constitutively
expressed; Thr208 phosphorylation may have regulatory role; up-regulation associated with azole
resistance; has polyhistidine tract

TRX1

Thioredoxin, involved in response to reactive oxygen species; biofilm, benomyl, flucytosine, peroxide,
Hap43p induced; amphotericin B, caspofungin repressed; upregulated in the presence of human
neutrophils; macrophage-downregulated gene

TUB2

Beta-tubulin; functional homolog of ScTub2p; overproduction causes S. cerevisiae inviability; has two
introns; hyphal-induced; fluconazole-induced; slow growth, ectopic expression causes increased white-to
opaque switching; GIcNAc-induced

13

11

12

UBP6

Putative ubiquitin-specific protease of the 26S proteasome; oxidative stress-induced via Caplp

VMA2

Vacuolar H(+)-ATPase; protein present in exponential and stationary growth phase yeast cultures; plasma
membrane localized; amphotericin B repressed, caspofungin repressed




VMA4

H+ transporting ATPase E chain; transcription is regulated by Miglp; caspofungin repressed; protein level
decreases in stationary phase cultures

VMAS8

Protein similar to the S. cerevisiae Vma8p subunit of vacuolar H+-ATPase; transcription is regulated by
Nrglp and Miglp; transcription is increased in populations of cells exposed to fluconazole over multiple
generations

YCK2

Plasma membrane protein similar to S. cerevisiae casein kinase |, Yck2p; null mutant has defect in
damaging oral epithelial cells and in hyphal branching; transcription is activated in weak acid stress or on
contact with host cells

ZPR1

Protein with putative zinc finger; regulated by Gendp; repressed in response to amino acid starvation (3-
aminotriazole treatment); upregulation correlates with clinical development of fluconazole resistance

ZRT2

Zinc transporter; ciclopirox olamine, fluconazole, alkaline downregulated; transcriptionally induced by
amphotericin B, interaction with macrophages; possibly essential, disruptants not obtained by UAU1
method; in oralpharyngeal candidiasis




ANEXO 7: PROTEINAS RELACIONADAS CON VIRULENCIA

ADES,7

Phosphoribosylamine-glycine ligase and phosphoribosylformylglycinamidine cyclo-ligase; interacts with
Vps34p; required for hyphal growth and virulence; flucytosine induced; not induced in GCN response, in
contrast to S. cerevisiae ortholog

ALO1

D-Arabinono-1,4-lactone oxidase involved in biosynthesis of dehydro-D-arabinono-1,4-lactone, which
has a protective role against oxidative damage; plasma membrane-localized;required for full virulence
in a mouse model of systemic infection

ASC1

40S ribosomal subunit similar to G-beta subunits; required for filamentous growth in glucose or
nitrogen starvation; required for virulence in mice; snoRNA snR24 encoded in ASC1 intron; levels
decrease in stationary phase; GIcNAc-induced

10

10

11

CDC10

Septin, required for wild-type cell, hyphal, or chlamydospore morphology; role in virulence and kidney
tissue invasion in a mouse model of systemic infection; forms ring at sites of cell division and filaments
in mature chlamydospore

CDC11

Septin; required for wild-type cell and hyphal morphology, agar-invasive growth, full virulence and
kidney tissue invasion in mouse, but not for kidney colonization, immunogenicity; phosphorylation is
hyphal- and cell-cycle-regulated

CDC42

Rho-type GTPase; required for budding and maintenance of hyphal growth; GGTase |
geranylgeranylated; misexpression blocks hyphal growth, causes avirulence in mouse IV infection;
shows actin-dependent localization to hyphal tip

CLA4

Ste20p family Ser/Thr kinase required for wild-type filamentous growth, organ colonization and
virulence in mouse systemic infection; role in chlamydospore formation; functional homolog of S.
cerevisiae Cladp; mutant caspofungin sensitive

CSH3

Functional homolog of S. cerevisiae Shr3p, which is a chaperone specific for amino acid permeases;
localized to ER; required for wild-type amino-acid responsive hyphal growth and for mouse systemic
virulence; regulated by Gen2p and Gendp

HET1

Putative sphingolipid transfer protein involved in localization of glucosylceramide, which is important
for virulence

HEX1

Beta-N-acetylhexosaminidase/chitobiase, highly glycosylated enzyme that is secreted to the periplasm
and culture medium; required for full virulence; may have role in carbon or nitrogen scavenging;
possibly an essential gene (UAU1 method)

KEL1

Kelch repeat domain-containing protein; localizes to sites of polarized growth; mutant colonies exhibit
slightly decreased filamentation ratio; not required for buccal epithelial cell adherence or virulence in
mice




KEX2

Subtilisin-like protease (proprotein convertase), processes aspartyl proteinase Sap2p; required for
hyphal growth and wild-type virulence in mice; functional homolog of S. cerevisiae Kex2p, which
processes alpha-factor; Tuplp-repressed

MLT1

Vacuolar membrane transporter: MRP subfamily of ABC family; similar to S. cerevisiae Bptlp and Ycflp;
may transport organic anions conjugated to glutathione, glucuronate, or sulfate; required for virulence
in mouse peritonitis model

orf19.2245

Vacuolar Rab small monomeric GTPase involved in vacuolar biogenesis; involved in filamentous growth
and virulence

orf19.2538

Protein phosphatase of the Type 2C-related family (serine/threonine-specific) with a potential role in
DNA damage checkpoint control; localizes to both cytoplasm and mitochondria; mutant shows
virulence defect

orf19.3045

Predicted ORF in Assemblies 19, 20 and 21; virulence-group-correlated expression

orf19.4831

Sphingolipid C9-methyltransferase, catalyzes methylation of the 9th carbon in the long chain base
component of glucosylceramides; glucosylceramide biosynthesis is important for virulence

orf19.589

Late endosomal Rab small monomeric GTPase involved in transport of endocytosed proteins to the
vacuole; involved in filamentous growth and virulence

RAS1

RAS signal transduction GTPase; regulates cAMP and MAP kinase pathways; role in hyphal induction,
virulence, apoptosis, heat-shock sensitivity; nonessential; plasma membrane-localized; complements
viability of S. cerevisiae rasl ras2 mutant

RSR1

RAS-related protein; GTP/GDP cycling required for wild-type polar bud site selection, hyphal growth
guidance; role in systemic virulence in mouse; geranylgeranylation predicted; suppresses S. cerevisiae
cdc24-4 mutant heat sensitivity

SAP5

Secreted aspartyl proteinase; sap4 sap5 sap6 triple mutant is defective in utilization of protein as N
source; assessment of virulence role complicated by URA3 effects; expressed during infection; mRNA is
localized to hyphal tip via She3p

SOD1

Cytosolic copper- and zinc-containing superoxide dismutase, involved in protection from oxidative
stress and required for full virulence; alkaline upregulated by Rim101p; upregulated in the presence of
human blood

SRV2

Adenylate cyclase-associated protein that regulates adenylate cyclase activity; required for wild-type
germ tube formation and for virulence in mouse systemic infection; mutant defects in filamentous
growth are rescued by cAMP or dbcAMP

SSD1

Protein with role in resistance to host antimicrobial peptides; virulence role in murine infection;
functional homolog of S. cerevisiae Ssd1p, which suppresses various mutant phenotypes; constitutively
expressed and not cell-cycle regulated




SSN6

Functional homolog of S. cerevisiae Cyc8p/Ssn6p; Ssn6p and Tuplp regulate distinct sets of genes;
hyphal growth regulator; overexpression or mutation causes avirulence in mouse IV infection; TPR
motifs; repressed during hyphal growth

TPS2

Trehalose-6-phosphate (Tre6P) phosphatase; mutant heat sensitive, has Tre6P accumulation, decreased
mouse virulence; possible drug target; two conserved phospohydrolase motifs; no mammalian
homolog; Hap43p-repressed gene; biofilm-induced

TTR1

Putative glutaredoxin; described as a glutathione reductase; upregulated in the presence of human
neutrophils, and upon benomyl treatment; alkaline downregulated; regulated by Gen2p and Gendp;
required for virulence in mouse model

VPS34

Autophosphorylated class lll phosphatidylinositol 3-kinase; required for normal vesicle transport,
hyphal growth, fibroblast adherence, virulence in mouse systemic infection; growth-regulated;
caspofungin and hydrogen peroxide sensitivity

WH11

Cytoplasmic protein expressed specifically in white phase yeast cells; expression in opaque cells
increases virulence and frequency of opaque-to-white switching; null mutant has wild-type switching;
Hap43p, hypoxia and ketoconazol induced

YHB1

Nitric oxide dioxygenase, acts in nitric oxide scavenging/detoxification; role in virulence in mouse;
transcription activated by NO, macrophage interaction; hyphal downregulated; mRNA binds to She3p;
Hap43p-repressed







ANEXO 8: PROTEINAS RELACIONADAS CON BIOFILM

Proteina

Descripcion

LEVADURAS

HIFAS

HIFAS 10%S

2

3

2

3

ADK1

Putative adenylate kinase; decreased expression in hyphae compared to yeast; macrophage-induced
protein; adenylate kinase release used as a marker for cell lysis; possibly an essential gene (UAU1
method); biofilm-induced gene

11

12

CAR2

Ornithine aminotransferase; role in arginine metabolism; alkaline upregulated; mutation confers
hypersensitivity to toxic ergosterol analog and to amphotericin B; present in exponential and stationary
phase yeast cultures; biofilm-induced

CYpP1

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase; cyclosporin A sensitive activity; soluble in hyphae; biofilm induced,
macrophage-induced protein; downregulated upon treatment of biofilm with farnesol; present in
exponential and stationary phase cells

10

11

19

EGD1

Putative GAL4 DNA-binding enhancer protein; soluble protein in hyphae; biofilm induced,;
macrophage/pseudohyphal-induced; the same level of protein present in exponential and stationary
growth phase yeast cultures

GCAl

Predicted extracellular or plasma membrane-associated glucoamylase; promotes biofilm matrix
formation; possible adhesin; gene transcribed during rat oral infection; transcription regulated by
carbohydrates, pH, galactose; biofilm-induced

HSP104

Heat-shock protein; functional homolog of S. cerevisiae Hsp104p; chaperone and prion propagation
activity in S. cerevisiae; guanidine-insensitive; heat shock/stress induced; downregulated in farnesol-
treated biofilm; sumoylation target

21

20

17

19

10

orf19.2286

Putative deoxyhypusine hydroxylase; required for biofilm formation; ketoconazole-induced; protein
level decreases in stationary phase cultures

orf19.3053

Protein present in exponential and stationary growth phase yeast cultures; identified in extracts from
biofilm and planktonic cells; biofilm-induced gene; GIcNAc-induced protein

PGM2

Ortholog of S. cerevisiae PGM2; induced during biofilm formation and in planktonic culture; Tye7p-
regulated

10

RHR2

Glycerol 3-phosphatase; roles in osmotic tolerance, glycerol accumulation in response to salt; required
for biofilm formation; biofilm-induced; regulated by macrophage, stress response, yeast-hyphal switch,
pheromone, GCN4, HOG1, NRG1, TUP1

STl

Protein that interacts with Cdc37p and Crk1p in two-hybrid system; may be involved in Cdc37p
chaperone activity; biofilm induced; soluble protein in hyphae; protein present in exponential and
stationary growth phase yeast cultures

15

13

13

11

TAL1

Putative transaldolase; protein present in exponential and stationary growth phase yeast cultures;
biofilm induced; oxidative stress-induced via Caplp; induced by nitric oxide independent of Yhb1p;
sumoylation target

14

18

10

24

23

25

29

20

12

TUB1

Alpha-tubulin; gene has intron; complements cold-sensitivity of S. cerevisiae tub1 mutant; C. albicans
has single alpha-tubulin gene, whereas S. cerevisiae has two (TUB1, TUB3); farnesol-upregulated in
biofilm; sumoylation target

10

11

11




ADE12

Adenylosuccinate synthase; upregulated in biofilm; decreased expression in hyphae vs yeast-form cells;
not induced during GCN response, in contrast to S. cerevisiae ADE12, which is induced by Gcn4p;
stationary phase-enriched protein

CiT1

Citrate synthase; soluble in hyphae; expression greater in high iron; upregulated by phagocytosis,
biofilm growth; Hoglp-downregulated; Efglp-regulated under yeast, not hyphal growth conditions;
present in exponential and stationary phase

GLT1

Putative glutamate synthase; alkaline downregulated; transcription is downregulated in both
intermediate and mature biofilms; regulated by Seflp, Sfulp, and Hap43p

17

13

14

GUK1

Putative guanylate kinase; identified in extracts from biofilm and planktonic cells; protein level decrease
in stationary phase cultures; Hap43p-induced gene

orf19.6559

Putative RNA polymerase Il transcription initiation factor complex (TFIIIC) subunit; growth phase
regulated protein; levels decrease in stationary phase yeast cultures; Hap43p-repressed; biofilm-
induced

STF2

Protein involved in ATP biosynthesis; decreased expression in hyphae vs yeast-form cells;
downregulated by Efglp, Hap43p; transcription upregulated in clinical isolates from HIV+ patients with
oral candidiasis; biofilm-induced

YNK1

Nucleoside diphosphate kinase (NDP kinase); homo-hexameric; soluble protein in hyphae; flucytosine
induced; biofilm induced; macrophage-induced protein; stationary phase enriched protein

ARG4

Argininosuccinate lyase, catalyzes the final step in the arginine biosynthesis pathway; alkaline
downregulated; late-stage biofilm-induced

ARGS8

Putative acetylornithine aminotransferase; Gen2p-, Gendp-regulated; transcription is upregulated in
both intermediate and mature biofilms

CDR1

Multidrug transporter of ATP-binding cassette (ABC) superfamily; transports phospholipids in an in-to-
out direction; transcription induced by beta-estradiol, progesterone, corticosteroid, or cholesterol;
repressed in young biofilms

CET1

mRNA 5'-triphosphatase; large subunit of mRNA capping enzyme; positively regulates Ceglp activity;
functional homolog of S. cerevisiae Cetlp; Cetlp and Cgtlp form a 2:1 complex; late-stage biofilm-
induced gene

cTm1l

Putative cytochrome c lysine methyltransferase; early-stage biofilm-induced gene; regulated by Gen2p
and Gendp; transcriptionally activated by Mnllp under weak acid stress

DOT5

Putative nuclear thiol peroxidase; alkaline downregulated; biofilm- and planktonic growth-induced
gene; sumoylation target

ELF1

Putative mRNA export protein; Walker A and B (ATP/GTP binding) motifs, ABC transporter consensus;
required for wild-type morphology, growth; expressed in hyphal, pseudohyphal, and yeast form,
upregulated in biofilm; Hap43p-induced gene

GSY1

Putative UDP glucose/starch glucosyltransferase; transcript repressed by yeast-hyphal switch, Efglp-
regulated; strong oxidative stress induced; colony morphology-related regulation by Ssn6p; stationary
phase enriched; biofilm-induced

LEM3

Putative membrane protein; early-stage biofilm-induced gene; mutation causes increased resistance to
miltefosine




MCR1

Putative NADH-cytochrome-b5 reductase; soluble protein in hyphae; biofilm induced; alkaline
downregulated; ketoconazole or flucytosine induced, farnesol-induced; protein present in exponential
and stationary growth phase yeast cultures

MuQl

Putative choline phosphate cytidylyltransferase/phosphoethanolamine cytidylyltransferase; decreased
expression in hyphae compared to yeast-form cells; Hap43p-repressed gene; biofilm-induced

NPL3

Putative RNA-binding protein; required for normal biofilm growth; nuclear export is facilitated by
Hmtlp; transcription is upregulated in an RHE model of oral candidiasis

orf19.2006.1

Putative copper metallochaperone; Hap43p-repressed gene; transcription is upregulated in both
intermediate and mature biofilms

orf19.409

Plasma membrane-localized protein; similar to S. cerevisiae Aim38p; Hap43p-repressed gene; late-stage
biofilm-induced gene; induced in oralpharyngeal candidasis

orf19.4450.1

Protein conserved among the fungal CTG-clade; gene contains two adjacent upstream SRE-1 elements;
highly up-regulated in cecum-grown cells in a Cph2p-dependent manner; Hap43p-repressed gene;
biofilm-induced

orf19.4928

Guanyl-nucleotide exchange factor for the small G-protein Sec4p; delivery of post-Golgi secretory
vesicles to sites of polarized growth; phosphorylation by Cdc28p needed for normal hyphal growth;
Hap43p-repressed gene; biofilm-induced

orf19.5620

Stationary phase enriched protein; Gendp-regulated; induced by amino acid starvation (3-AT); increased
transcription by benomyl treatment or in an azole-resistant strain that overexpresses MDR1; biofilm-
induced; overlaps orf19.5621

orf19.6090

Putative nucleolar protein with a predicted role in pre-rRNA processing and ribosome biogenesis;
required for biofilm formation; repressed by nitric oxide

orf19.6696

Predicted protein of the mitochondrial intermembrane space; transcription is upregulated in both
intermediate and mature biofilms

PST1

Putative 1,4-benzoquinone reductase; biofilm induced; hyphal-induced expression, regulated by Cyrlp,
Raslp, Efglp, Nrglp, Rfglp, Tuplp; Hap43p-induced gene

PUT2

Putative delta-1-pyrroline-5-carboxylate dehydrogenase; alkaline upregulated; protein present in
exponential and stationary growth phase yeast cultures; late-stage biofilm-induced gene

RGA2

Putative GTPase-activating protein (GAP) for Rho-type GTPase Cdc42p; involved in cell signaling
pathways controlling cell polarity; similar to S. cerevisiae Rga2p; induced upon low-level peroxide
stress; late-stage biofilm-induced

SEC14

Essential protein; functional homolog of S. cerevisiae Sec14p, a Golgi
phosphatidylinositol/phosphatidylcholine transfer protein that regulates choline-phosphate
cytidyltransferase and thereby affects secretion; biofilm-regulated

SOD3

Cytosolic manganese-containing superoxide dismutase; protection against oxidative stress;
downregulated by ciclopirox olamine, induced during stationary phase when SOD1 expression is
repressed; Hap43p-repressed; biofilm-induced

TPS3

Putative regulatory subunit of trehalose-phosphate synthase; regulated by Efglp; biofilm-repressed
expression; biofilm-induced in another study; regulated by Tsalp, TsalBp under H202 stress conditions




TRP4

Predicted enzyme of amino acid biosynthesis; upregulated in biofilm; regulated by Gen2p and Gen4p; S.
cerevisiae ortholog is Gendp regulated

TRP5

Predicted tryptophan synthase; identified in detergent-resistant membrane fraction (possible lipid raft
component); predicted N-terminal acetylation; Gecndp-regulated; S. cerevisiae ortholog is Gendp
regulated; upregulated in biofilm;

TUP1

Transcriptional corepressor with C-terminal WD40 repeats; represses filamentous growth, regulates
phase switching, roles in germ tube induction, farnesol response; farnesol upregulated in biofilm; in
repression pathways with Nrglp, Rfglp

CTR1

Copper transporter; transcribed in limited copper; induced by biofilm, Mac1lp, Tye7p, macrophage
interaction, alkaline pH via Rim101p; 17-beta-estradiol downregulated; complements S. cerevisiae ctrl
ctr3 copper transport mutant

HTA2

Putative histone H2A; farnesol regulated; transcription is downregulated in both intermediate and
mature biofilms; Hap43p-induced

SER33

Predicted enzyme of amino acid biosynthesis; Gcndp-regulated; upregulated in biofilm; protein present
in exponential and stationary growth phase yeast cultures; S. cerevisiae ortholog is Gcn4p regulated




ANEXO 9: PROTEINAS RELACIONADAS CON CONDICIONES DE ESTRES

LEVADURAS HIFAS HIFAS 10%S
Proteina Descripcion [ [ ]
2|3 N 1 3 4 N 2|3 N
exp exp exp
Alcohol dehydrogenase; soluble in hyphae; fungal-specific; expression regulated by white-opaque
ADH2 switching; regulated by Ssn6p; transcriptionally indued by Mnl1p by weak acid stress; protein enriched in 3|7 3 7 4 8 4 3 (3 3
stationary phase yeast cultures
ASR3 Gene regulated by cAMP and by os'motlc stress; greater mRNA abundance observed in a cyrl or rasl 2 | o ) ) ) 4 4 1 1 3
homozygous null mutant than in wild type
Glutathione-dependent formaldehyde dehydrogenase involved in glycine catabolism; downregulated by
FDH3 Efglp under yeast, not hyphal growth conditions; transcriptionally activated by Mnl1p under weak acid 5| 2 3 4 3 3 4 3 1 3
stress
GLN1 Putative glutamate synthase; regulated by Tsalp, TsalBp under H202 stress conditions 0| 2 2 4 4 2 4 2 |3 2
Heat-shock protein; induced upon osmotic/oxidative/cadmium stress, fluphenazine treatment, low iron,
HSP12 CDR1 and CDR2 overexpression, or ssn6 or ssk1 homozygous null mutation; repressed by Hoglp, 8 | 6 3 8 8 17 4 4 | 5 3
flucytosine, elevated CO2
Possible stress protein; increased transcription associated with CDR1 and CDR2 overexpression or
19.1862 2 4 7 4
0rf19.186 fluphenazine treatment; transcription regulated by Sfulp, Nrglp, Tuplp; stationary phase enriched protein 410 > 44 3
orf19.6160 | Ortholog(s) have role in eisosome assembly and eisosome, membrane raft, mitochondrion localization 5 1 3 13 12 8 4 2 1 3
Predicted ORF in Assemblies 19, 20 and 21; induced in core stress response; induced by heavy metal
orf19.7085 | (cadmium) stress via Hoglp; oxidative stress-induced via Caplp; induced by Mnllp under weak acid stress; 2 |3 3 3 5 4 4 1|2 3
macrophage-downregulated
Putative heat shock protein; transcription regulated by cAMP, osmotic stress, ciclopirox olamine,
ASR1 ketoconazole; negatively regulated by Cyrlp, Raslp; colony morphology-related regulation by Ssn6p; 2 | 2 2 6 5 5 4 - - -
stationary phase enriched; Hap43p-induced
Gene regulated by cAMP and by osmotic stress; greater mRNA abundance observed in a cyrl or rasl
ASR2 . . . . . 8 5 3 5 6 2 4 - - -
homozygous null mutant than in wild type; stationary phase enriched protein
Putative peptidyl-prolyl cis-trans isomerase; macrophage/pseudohyphal-repressed; heavy metal
CPR6 . . . e . 2 0 2 7 7 2 4 - - -
(cadmium) stress-induced; heterozygous null mutant displays sensitivity to virgineone




HSP60

Heat shock protein; soluble in hyphae; regulated by Nrglp and by iron; expression greater in high iron;
heavy metal (cadmium) stress-induced; sumoylation target; protein present in exponential and stationary
phase cells; Hap43p-repressed

11

11

IFR2

Zinc-binding dehydrogenase; upregulated by benomyl, ciclopirox olamine or alpha pheromone; regulated
by oxidative stress (via Caplp) and osmotic stress (via Hoglp); protein present in exponential and
stationary phase; Hap43p-induced gene

orf19.4089

SGT1 - Putative co-chaperone protein with a predicted role in kinetochore assembly; mutation confers
hypersensitivity to radicicol; sumoylation target

orf19.4449

Ortholog(s) have superoxide dismutase copper chaperone activity, role in cellular copper ion homeostasis,
cellular response to metal ion, intracellular copper ion transport and cytosol, mitochondrial inner
membrane, nucleus localization

RIP1

Putative ubiquinol cytochrome c-reductase; transcriptionally regulated by iron; expression greater in high
iron; alkaline downregulated; repressed by nitric oxide; Hap43p-repressed

CipP1

Possible oxidoreductase; transcription induced by cadmium but not by other heavy metals, heat shock,
yeast-hyphal switch, oxidative stress (via Caplp), or macrophage interaction; stationary phase enriched
protein

SISs1

Putative Type Il HSP40 co-chaperone; macrophage/pseudohyphal-repressed; heavy metal (cadmium)
stress-induced; heterozygous null mutant displays sensitivity to virgineone

YDJ1

Putative type | HSP40 co-chaperone; heavy metal (cadmium) stress-induced




ANEXO 10: PROTEINAS RELACIONADAS CON ACTINA

LEVADURAS HIFAS HIFAS 10%S
Proteina Descripcion ° o o
e 2 3 N 1 2 3 4 N 1 2 3 N
exp exp exp
Actin; gene has intron; transcriptionally regulated by growth phase and by starvation; localizes to
ACT1 polarized growth site in budding and hyphal cells; required for wild-type Cdc42p localization; 9 | 5 3 16 | 15 | 15 | 18 4 15 | 7 | 10 3
unprocessed N terminus; induced by Hap43p
Class V myosin; nonessential; sole class V myosin in C. albicans; required for wild-type actin cytoskeletal
MYO2 polarity, nuclear organization and migration, and hyphal growth; conserved myosin ATPase and tail - - - 13 |11 | 9 2 4 0 5 3 2
domains; Hap43p-induced gene
orf19.1236 Ortholog(s) ha.ve r.ole in epdocyt05|s, esta.bllshment or man.ﬁter?ance of actin cytoskeleton polarity, : : i 7 5 7 5 4 1 1 1 3
vacuole organization and integral to Golgi membrane localization
SACE Actin fllam.ent bu.ndllng protein, fimbrin; transcription is regulated by Nrglp and Miglp; protein level : : i 1 1 ) ) 4 1 1 1 3
decreases in stationary phase cultures
Ortholog(s) have phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate binding activity, role in actin cortical patch
orf19.1444 | assembly, actin filament organization, endocytosis and actin cortical patch, mating projection tip - - - 1 2 2 1 4 - - - -
localization
orf19.3235 Putative F-actin capping protein subunit alpha; possibly an essential gene, disruptants not obtained by ) : i ) ) 3 0 3 ) : : i
UAU1 method
orf19.6534.2 | Ortholog(s) have actin filament binding, microtubule binding, protein binding, bridging activity - - - 2 0 5 0 2 - - - -
PANL Essential protein involved in endocytosis and polarized growth; similar to S. cerevisiae Panlp, which is a ) ) ) 4 1 3 3 4 ) ) ) )
part of a complex that regulates actin cytoskeleton
Actin binding protein with roles in growth control and morphogenesis; required for alkaline pH-induced
SLA2 . . . © = - 4 4 3 2 4 - - - -
hyphal formation; localized to actin patches
Protein required for hyphal growth and for wild-type cell morphology, polarized budding, endocytosis,
WAL1 vacuole morphology; similar to Wiskott-Aldrich syndrome protein; localizes to cortical actin patches - - - 1 1 1 0 3 - - - -
and hyphal tips
8771 Protein similar to S. cerevisiae Bzz1p, which is an SH3 domain protein involved in the regulation of actin ) ) ) ) ) ) ) ) 0 3 2 )
polymerization







ANEXO 11: OTRAS PROTEINAS

ANB1

Translation initiation factor elF-5A; decreased expression in hyphae vs yeast cells; downregulated upon
phagocytosis by murine macrophage; Hap43p-induced; GlcNAc-induced protein

ARC1

Putative G4 nucleic acid binding protein; macrophage/pseudohyphal-repressed; protein enriched in
stationary phase yeast-form cultures

ARO4

3-deoxy-D-arabinoheptulosonate-7-phosphate synthase; aromatic amino acid biosynthesis; GCN-
regulated; feedback-inhibited by tyrosine if produced in S. cerevisiae Aro3p and Aro4p catalyze same
reaction; protein decreases in stationary phase

12

13

10

AROS8

Aromatic transaminase of the Ehrlich fusel oil pathway of aromatic alcohol biosynthesis; Rim101p
independent alkaline induction; protein abundance affected by URA3 expression in the CAI-4 strain;
Gcndp-regulated; stationary phase enriched

ASN1

Putative asparagine synthetase; soluble protein in hyphae; regulated by Rim101p; decreased expression
at pH 4 vs pH 8; protein detected during exponential and stationary phases of yeast- form growth

ASR3

Gene regulated by cAMP and by osmotic stress; greater mMRNA abundance observed in a cyrl or rasl
homozygous null mutant than in wild type

CAM1

Putative translation elongation factor eEF1 gamma; protein level decreased in stationary phase cultures

12

10

11

CAM1-1

Putative translation elongation factor; genes encoding ribosomal subunits, translation factors, tRNA
synthetases are downregulated upon phagocytosis by murine macrophages; Hap43p-induced gene

10

10

CDC48

Putative microsomal ATPase; plasma membrane-localized; regulated by Gen2p and Gen4p; induced by
amino acid starvation (3-AT treatment); macrophage/pseudohyphal-repressed; protein levels decrease in
stationary phase yeast cultures

15

15

17

17

CDC60

Cytosolic leucyl tRNA synthetase; conserved amino acid and ATP binding class | signature, tRNA binding,
proofreading motifs; likely essential for growth; interacts with benzoxaborole antifungals; present in
exponential and stationary phase

11

13

CMD1

Calmodulin; calmodulin inhibitors cause a defect in hyphal growth; not transcriptionally regulated by
yeast-hyphal transition; mutation confers hypersensitivity to cytochalasin D and high concentrations of
tunicamycin; gene has intron

COF1

Putative cofilin; macrophage-induced protein; protein present in exponential and stationary-phase yeast
cells, but higher amounts in stationary phase

DPS1-1

Putative tRNA-Asp synthetase; genes encoding ribosomal subunits, translation factors, tRNA synthetases
are downregulated upon phagocytosis by murine macrophage; protein enriched in stationary phase yeast
cultures

11

10

10

EGD2

Putative nascent polypeptide associated complex protein alpha subunit; soluble protein in hyphae;
macrophage/pseudohyphal-induced; protein level decrease in stationary phase cultures; GlcNAc-induced
protein

EMP46

Protein similar to S. cerevisiae Emp46p; transcription is induced in response to alpha pheromone in
SpiderM medium




FAA4 Predicted acyl CoA synthase 0 3 2 2 14 1 15|12 | 5 4 4 3 4 3
Glutathione-dependent formaldehyde dehydrogenase involved in glycine catabolism; downregulated by
FDH3 Efglp under yeast, not hyphal growth conditions; transcriptionally activated by Mnl1p under weak acid 3 5 2 3 4 1 3 3 4 2 3 1 3
stress
Glucosamine-6-phosphate synthase, homotetrameric enzyme of chitin/hexosamine biosynthesis;
GFA1 inhibited by UDP-GIcNAc, FMDP, N-acyl peptide, kanosamine-6-P; functional homolog of S. cerevisiae 1 1 2 3 3 4 4 5 4 2 1 2 3
Gfalp; Cagrowth-phase regulated; catalytic Cys
GIS2 Putative transcr.lp.tlon fac.tc.>r.; expresspn is increased in I'.ngh iron and reduced upon yeast-hyphal switch; 3 4 4 3 5 4 6 5 4 1 3 3 3
null mutant exhibits sensitivity to sorbitol, 5-fluorocytosine, and cold temperatures
GRS1 Putative tRNA-Gly synthetase; genes .encodlng. ribosomal subunits, 'Franslatlon factor.s, tRNA synjchetases 1 3 ) 3 9 13| 7 | 10 4 4 4 3 3
are downregulated upon phagocytosis by murine macrophage; stationary phase enriched protein
Small RAN G-protein; essential; prenylation not predicted; overproduction rescues S. cerevisiae gspl
GSP1 viability; macrophage/pseudohyphal-induced; not transcriptionally regulated by white-opaque or yeast- 2 3 2 3 6 7 8 4 4 2 1 1 3
hyphal switching; GlcNAc-induced
HOM6 Putative homoserine dehydr.ogenase; Gcn{lp-reguléted; induced in re'spons.e to amino acid starvation (3- 3 8 1 3 3 5 4 4 4 3 4 4 3
ATtreatment); macrophage-induced protein; protein level decreases in stationary phase cultures
IDI1 Qrtholog(s? have isopentenyl-diphosphate delt'a—ls'omerase activity, role in farnesyl diphosphate 3 3 1 3 4 3 ) 9 4 ) 4 3 3
biosynthetic process and cytosol, nucleus localization
Similar to chaperones of Hsp70p family; role in translocation of proteins into the ER; transcriptionally
KAR2 regulated by iron; expression greater in high iron; protein present in exponential and stationary growth 6 | 10 | 10 3 30 | 30| 32| 22 4 14 | 12 | 10 3
phase yeast cultures
KRS1 Putative tRNA-Lys synthetase; genes 'encodlng.rlbosomal subunits, tr'anslatlon factors', tRNA synthetases 1 4 4 3 10l 8|12 4 6 ) 5 3
are downregulated upon phagocytosis by murine macrophages; stationary phase enriched protein
MDH1-1 Predlcted‘malate dehydrogenase precursor; macrophage-induced transcript; protein present in 5 8 7 3 1nlulnl g 4 5 1 4 3
exponential and stationary growth phase yeast cultures
Protein with microtubule-dependent localization to the Spitzenkorper, also localizes to cytokinetic ring in
MLC1 hyphae; cell-cycle dependent localization to bud tip (polarisome) and bud neck in yeast and pseudohyphal | 1 4 0 2 6 6 6 5 4 2 3 4 3
cells; sumoylation target
NUP Ngc!eomde p.ermease; a.de.nosme and guar}osme are substrates, whereas cytldme, adenine, guanine, 1 4 3 3 1 0 1 5 3 0 ) ) )
uridine, uracil are not; similar to a nucleoside permease of S. pombe; possibly processed by Kex2p
orf19.1052 | Predicted histone H2B; Hap43p-induced gene 2 2 3 3 1 3 5 3 4 2 1 2 3
Ortholog(s) have RNA binding, chromatin binding, double-stranded DNA binding activity, role in poly(A)+
orf19.200 mRNA export from nucleus, ribonucleoprotein complex assembly, transcription, DNA-dependent and 1 3 1 3 7 6 6 3 4 3 0 1 2
nucleus localization
orf19.2478.1 | 60S ribosomal protein L7; snoRNA snR39b encoded within the 2nd intron 4 8 4 3 10 | 11 | 10 4 5 3 6 3
orf19.2769 | Putative protease B inhibitor; hyphal-induced expression; Cyrlp- and Raslp-repressed 4 5 2 3 6 5 7 4 3 1 3
orf19.3037 Putative poly(A)—l:).lndlng pro?eln; regulat.ed by Gcn4.p; induced in response to amino acid starvation (3-AT 5 3 3 3 1301213 9 4 5 1 1 3
treatment); protein present in exponential and stationary growth phase yeast cultures
orf19.3061.1 | Ortholog of S. cerevisiae Rps22Ap and Rps22Bp; gene contains 5' UTR intron 4 4 3 3 5 5 6 7 4 3 3 3 3




Ortholog(s) have structural constituent of ribosome activity and 90S preribosome, cytosolic small

orf19.3354 . . L. 10 | 11 6 3 15 | 15| 16 | 12 4 11 9 8 3
ribosomal subunit, nucleolus localization
orf19.3572.3 Ortholog(s) ha.ve étructural cons.tltuent of ribosome act|v.|ty, rol.e |n. cytoplasmic translation, regulation of ) 4 3 3 6 6 5 4 4 4 3 3 3
translational fidelity and cytosolic large ribosomal subunit localization
orf19.3690.2 Ortholog(s)-have RNA binding, strucFural constituent 9f rl.bosome activity, role in cytoplasmic translation 8 9 4 3 9 71101 7 4 ) 4 5 3
and cytosolic large ribosomal subunit, nucleolus localization
Ortholog(s) have role in endoplasmic reticulum tubular network maintenance, nuclear pore complex
orf19.3799 | assembly and Golgi apparatus, cortical endoplasmic reticulum, integral to endoplasmic reticulum 1 1 1 3 2 3 2 3 4 1 1 1 3
membrane, mitochondrion localization
orf19.3915 Putatlvg metallodipeptidase; protein present .|n exponential and stationary growth phase yeast cultures; 3 7 0 ) 4 5 5 4 4 1 1 1 3
Hoglp-induced; Hap43p-repressed; sumoylation target
Ortholog(s) have structural constituent of ribosome activity and role in maturation of SSU-rRNA from
19.4149.1 - . . . . 7 7 11 4 2 2
orf19 9 tricistronic rRNA transcript (SSU-rRNA, 5.8S rRNA, LSU-rRNA), ribosomal small subunit assembly 2 & ? ? 9 2 &
orf19.4609 Putative dlenelactc.me hydrolése; protein .abundance. is affected by URA3 expression in the CAl-4 strain 1 5 1 3 0 0 0 3 1 1 1 1 3
background; protein present in exponential and stationary growth phase yeast cultures
orf19.4622 Otho!gg(s) have role in teIF)mere mélntenance, transcrlptlon—coyplgd nucleotide-excision repair, 3 3 0 ) ) ) 3 ) 4 1 1 1 3
ubiquitin-dependent protein catabolic process and nucleus localization
orf19.4799 Ortholog(.s) have role in puc!ear mRNA splicing, via spliceosome and Prp19 complex, U2-type catalytic 1 1 1 3 1 1 1 1 4 1 1 1 3
step 1 spliceosome localization
orf19.5281 | Ortholog(s) have G-protein alpha-subunit binding, RNA binding activity 0 4 1 2 23 | 25| 26 | 10 4 6 2 5 3
orf19.5773 Putative dlpepthyl-peptldase ; prot.eln detected by me?ss spec in exponential and stationary phase ) 3 0 ) ) 1 3 3 4 4 4 ) 3
cultures; Hoglp-induced; clade-associated gene expression
orf19.5943.1 | Putative protein of unknown function, transcription is upregulated in an RHE model of oral candidiasis 5 8 1 3 12| 7 | 12 | 13 4 4 3 6 3
orf19.6160 | Ortholog(s) have role in eisosome assembly and eisosome, membrane raft, mitochondrion localization 2 5 1 3 13| 9 | 12| 8 4 5 2 1 3
orf19.6220.4 | Ortholog(s) have cytosol, nucleolus localization 1 1 2 3 2 2 2 3 4 1 1 1 3
orf19.6403 Orthqlog(s) ha.ve adenyl-nucleotide exchan‘ge factor activity, rFJIe |rT SRP-depen.den.t cotranslational 5 5 3 3 1 1 1 1 4 3 ) 1 3
protein targeting to membrane, translocation and endoplasmic reticulum localization
orf19.6415.1 Ortholog(s) h.ave. structural constituent of ribosome activity and cytosolic small ribosomal subunit, 5 5 1 3 4 5 5 3 4 1 ) ) 3
nucleus localization
orf19.6882.1 Orthol.og(s) have strucFuraI constituent 9f r!bosome activity, role in cytoplasmic translation and cytosolic 3 ) ) 3 3 4 3 4 4 ) ) ) 3
large ribosomal subunit, nucleolus localization
orf19.7239 Ort.holog(s) have role in pheromone-dependent S|gr.1a| Fransductlon involved in conjugation with cellular 1 3 1 3 6 7 8 7 4 4 3 3 3
fusion and membrane raft, plasma membrane localization
orf19.7392 | Ortholog(s) have ATP-dependent RNA helicase activity, RNA strand annealing activity 0 3 2 2 10|12 | 12 | 8 4 2 1 3 3
Profilin, functional homolog of S. cerevisiae Pfylp; hyphal-induced; macrophage/pseudohyphal-induced;
PFY1 regulated by Nrglp, Tuplp; gene lacks intron (unlike S. cerevisiae PFY1); complements growth of S. 2 6 0 2 5 3 4 5 4 4 3 4 3
cerevisiae srv2 mutant; nonessential
Ribosomal protein L10; intron in 5'-UTR; genes encoding cytoplasmic ribosomal subunits, translation
RPL10 factors, and tRNA synthetases downregulated upon phagocytosis by murine macrophage; transcription 5 6 2 3 8 9 8 | 10 4 7 5 6 3

regulated upon yeast-hyphal switch




RPL11

Ribosomal protein; genes encoding cytoplasmic ribosomal subunits, translation factors, tRNA synthetases
are downregulated upon phagocytosis by murine macrophage; colony morphology-related gene
regulation by Ssn6p; Hap43p-induced

RPL12

Ribosomal protein L12, 60S ribosomal subunit; downregulated by human whole blood or
polymorphonuclear cells; genes encoding cytoplasmic ribosomal subunits are downregulated upon
phagocytosis by macrophage; Tbflp-activated; Hap43p-induced

RPL15A

Putative ribosomal protein; genes encoding cytoplasmic ribosomal subunits, translation factors, and tRNA
synthetases are downregulated upon phagocytosis by murine macrophage; transcription is positively
regulated by Thflp

RPL17B

Ribosomal protein L17; mutation confers hypersensitivity to 5-FU, tubercidin; genes encoding cytoplasmic
ribosomal subunits, translation factors, tRNA synthetases are downregulated on phagocytosis by
macrophage; Hap43p-induced gene

RPL18

Predicted ribosomal protein; Plclp-regulated, Tbflp-activated; genes encoding cytoplasmic ribosomal
subunits, translation factors, tRNA synthetases are downregulated upon phagocytosis by murine
macrophage; Hap43p-induced gene

10

RPL19A

Ribosomal protein L19; genes encoding cytoplasmic ribosomal subunits, translation factors, tRNA
synthetases are downregulated upon phagocytosis by murine macrophages; Hap43p-induced gene

10

RPL20B

Ribosomal protein L20; genes encoding cytoplasmic ribosomal subunits, translation factors, tRNA
synthetases are downregulated upon phagocytosis by murine macrophage; alternatively spliced intron in
5' UTR; Hap43p-induced

13

10

12

RPL21A

Putative ribosomal protein; genes encoding cytoplasmic ribosomal subunits, translation factors, and tRNA
synthetases are downregulated upon phagocytosis by murine macrophage

RPL23A

Ribosomal protein; genes encoding cytoplasmic ribosomal subunits, translation factors, tRNA synthetases
are downregulated upon phagocytosis by murine macrophage; Hap43p-induced gene; sumoylation target

RPL24A

Predicted ribosomal protein; genes encoding cytoplasmic ribosomal subunits, translation factors, tRNA
synthetases are downregulated upon phagocytosis by murine macrophage; intron in 5'-UTR; Hap43p-
induced gene

RPL25

Putative rRNA-binding ribosomal protein component of the 60S ribosomal subunit; Hap43p-induced gene;
shows colony morphology-related gene regulation by Ssn6p

RPL27A

Ribosomal protein L27

RPL28

Putative ribosomal protein; Plclp-regulated; genes encoding cytoplasmic ribosomal subunits, translation
factors, and tRNA synthetases are downregulated upon phagocytosis by murine macrophage

RPL3

Putative ribosomal protein, large subunit; induced by ciclopirox olamine treatment; genes encoding
cytoplasmic ribosomal subunits are downregulated upon phagocytosis by murine macrophages; Hap43p-
induced gene

14

14

19

15

21

15

RPL30

Similar to S. cerevisiae L30 ribosomal subunit; pre-mRNA is alternatively spliced to productive and
unproductive transcripts; splicing is temperature-regulated; colony morphology-related gene regulation
by Ssn6p; regulated by Nrglp, Tuplp

RPL32

Component of the large (60S) ribosomal subunit




RPL38

60S ribosomal ribosomal protein subunit; genes encoding cytoplasmic ribosomal subunits, translation
factors, tRNA synthetases are downregulated upon phagocytosis by murine macrophage

RPL39

Ribosomal protein L39; transcription is induced upon germ tube formation; shows colony morphology-
related gene regulation by Ssn6p; Hap43p-induced

RPL4B

Ribosomal protein 4B; genes encoding cytoplasmic ribosomal subunits, translation factors, and tRNA
synthetases are downregulated upon phagocytosis by murine macrophage

10

14

12

13

15

11

RPLS

Ribosomal protein; genes encoding cytoplasmic ribosomal subunits, translation factors, tRNA synthetases
are downregulated upon phagocytosis by murine macrophages; Hap43p-induced gene

RPL6

Protein similar to S. cerevisiae ribosomal subunit, Rpl6p; transposon mutation affects filamentous growth;
translation-related genes are downregulated upon phagocytosis by murine macrophage; Hap43p-induced
gene

10

10

11

12

RPL8B

Predicted ribosomal protein; transcription is regulated upon yeast-hyphal switch; genes encoding
cytoplasmic ribosomal subunits, translation factors, and tRNA synthetases are downregulated upon
phagocytosis by murine macrophage

17

12

15

14

10

12

RPL9B

Ribosomal protein L9; downregulated upon phagocytosis by murine macrophages; repressed by nitric
oxide; protein levels decrease in stationary phase; Hap43p-induced

RPP1B

Conserved acidic ribosomal protein, likely to be involved in regulation of translation elongation; interacts
with Rpp2Ap; one of four similar C. albicans ribosomal proteins (Rpp1Ap, Rpp1Bp, Rpp2Ap, Rpp2Bp);
transcription activated by Thflp

RPP2A

Conserved acidic ribosomal protein, likely involved in regulation of translation elongation; interacts with
Rpp1Bp; one of four similar ribosomal proteins (Rpp1Ap, RpplBp, Rpp2Ap, Rpp2Bp); CUG start codon;
upstream uORFs; Thflp-activated

RPS1

Putative ribosomal protein 10 of the 40S subunit, elicits a host antibody response during infection;
transcription is induced during active growth

11

20

17

18

15

RPS10

Ribosomal protein S10; downregulated in the presence of human whole blood or polymorphonuclear
(PMN) cells

RPS12

Acidic ribosomal protein S12; regulated by Gecndp, activated by Tbflp; repressed under amino acid
starvation (3-aminotriazole treatment); protein abundance is affected by URA3 expression in the CAl-4
strain background; sumoylation target

10

RPS13

Putative ribosomal protein of the small subunit

RPS14B

Putative ribosomal protein; genes encoding cytoplasmic ribosomal subunits, translation factors, and tRNA
synthetases are downregulated upon phagocytosis by murine macrophage; transcription is positively
regulated by Thflp

11

10

11

RPS15

Putative ribosomal protein; macrophage/pseudohyphal-induced after 16 h; genes encoding cytoplasmic
ribosomal subunits, translation factors, and tRNA synthetases are downregulated upon phagocytosis by
murine macrophage

RPS18

Predicted ribosomal protein; genes encoding cytoplasmic ribosomal subunits, translation factors, tRNA
synthetases are downregulated upon phagocytosis by murine macrophage; repressed by nitric oxide;
Hap43p-induced gene

10

12

RPS19A

Putative ribosomal protein S19; protein level decreases in stationary phase cultures




RPS20

Putative ribosomal protein; genes encoding cytoplasmic ribosomal subunits, translation factors, and tRNA
synthetases are downregulated upon phagocytosis by murine macrophage; transcription is positively
regulated by Thflp

10

10

RPS21

Predicted ribosomal protein; genes encoding cytoplasmic ribosomal subunits, translation factors, and
tRNA synthetases are downregulated upon phagocytosis by murine macrophage; transcription is
positively regulated by Thflp

11

12

12

12

RPS21B

Protein similar to ribosomal protein S21; regulated by Nrglp, Tuplp; shows colony morphology-related
gene regulation by Ssn6p; transcription is positively regulated by Thflp, Hap43p

RPS24

Predicted ribosomal protein; hyphal downregulated; genes encoding cytoplasmic ribosomal subunits,
translation factors, and tRNA synthetases are downregulated upon phagocytosis by murine macrophage;
transcription activated by Tbhflp

RPS25B

Ribosomal protein; macrophage/pseudohyphal-induced after 16 h; downregulated upon phagocytosis by
murine macrophage; transcription is positively regulated by Thflp; intron in 5'-UTR; Hap43p-induced gene

RPS26A

Predicted ribosomal protein; regulated by Nrglp, Tuplp; genes encoding cytoplasmic ribosomal subunits,
translation factors and tRNA synthetases are downregulated upon phagocytosis by murine macrophage;
alternatively spliced intron in 5'-UTR

RPS27

Putative ribosomal protein; genes encoding cytoplasmic ribosomal subunits, translation factors, and tRNA
synthetases are downregulated upon phagocytosis by murine macrophage

RPS28B

Putative ribosomal protein S28B

RPS3

Ribosomal protein S3; Hoglp-, Hap43p-induced; genes encoding cytoplasmic ribosomal subunits,
translation factors, tRNA synthetases are downregulated upon phagocytosis by murine macrophage;
present in exponential and stationary phase cells

15

15

11

14

10

RPS5

Ribosomal protein S5; macrophage/pseudohyphal-induced after 16 h; genes encoding cytoplasmic
ribosomal subunits, translation factors, tRNA synthetases are downregulated upon phagocytosis by
murine macrophage; Hap43p-induced gene

11

11

11

RPS7A

Ribosomal protein S7; genes encoding cytoplasmic ribosomal subunits, translation factors, and tRNA
synthetases are downregulated upon phagocytosis by murine macrophage

12

10

11

11

RPS8A

Small 40S ribosomal subunit protein; gene is induced by ciclopirox olamine; genes encoding cytoplasmic
ribosomal subunits are downregulated upon phagocytosis by murine macrophage; intron in 5'-UTR;
Hap43p-induced gene

RPS9B

Predicted ribosomal protein; genes encoding cytoplasmic ribosomal subunits, translation factors, and
tRNA synthetases are downregulated upon phagocytosis by murine macrophage; possibly
transcriptionally regulated upon hyphal formation

SAR1

Functional homolog of S. cerevisiae Sarlp, which is required for ER-to-Golgi protein transport; binds GTP;
similar to small GTPase superfamily proteins; gene has intron; Hap43p-induced gene

SBP1

Similar to RNA binding proteins; downregulated upon adherence to polystyrene; stationary-phase
enriched protein

SES1

Seryl-tRNA synthetase; charges the tRNA that recognizes the CUG codon, which typically specifies Leu, but
specifies Ser in C. albicans; complements S. cerevisiae ses1 mutant viability; soluble protein in hyphae;
macrophage-regulated




Putative small tetratricopeptide repeat (TPR)-containing protein; protein abundance is affected by URA3

SGT2 expression in the CAI-4 strain background; transcription is regulated by Miglp 4 4 6 > 2
Putative subunit D of kinetochore protein complex CBF3; regulated by Gendp; repressed in response to
SKP1 . . . . . 5 6 5 5 4
amino acid starvation (3-aminotriazole treatment)
SUMO, small ubiquitin-like protein; Smt3p-conjugated proteins localize to septation site and mother side
SMT3 . . - . .. . 3 3 3 3 1
of bud neck; C. albicans septins appear not to be Smt3p-modified, in contrast to S. cerevisiae septins
Stationary phase protein; soluble in hyphae; induced on yeast to hyphal switch, in response to 3-
SNzZ1 aminotriazole, or in azole-resistant strain overexpressing MDR1; regulated by Gendp, macrophage; no 12 |10 | 12 | 14 12
human/murine homolog
THRA Putative threonine synthase; protein present in exponential and stationary growth phase yeast cultures; 9 6 7 9 )
Gcendp-regulated; sumoylation target
Ortholog(s) have mitochondrion targeting sequence binding, protein channel activity and role in protein
TOM70 . . . - S . . ) . 7 9 8 4 3
import into mitochondrial inner membrane, protein import into mitochondrial matrix
Putative tropomyosin isoform 2; regulated by Gendp; repressed under amino acid starvation;
TPM2 . . . . . 12 9 10 8 8
macrophage-induced; protein levels decrease in stationary cells; Hap43p-induced gene
Beta-tubulin; functional homolog of ScTub2p; overproduction causes S. cerevisiae inviability; has two
TUB2 introns; hyphal-induced; fluconazole-induced; slow growth, ectopic expression causes increased white-to 13| 8 | 11 | 12 5
opaque switching; GlcNAc-induced
UBA1 Ubiquitin-activating enzyme; protein level decreases in stationary phase cultures 1010 9 2 >
ADE13 Adenylosuccinate lyase; enzyme of adenine biosynthesis; soluble protein in hyphae; not induced during 6 4 5 4 .
GCN response, in contrast to the S. cerevisiae ortholog; repressed by nitric oxide
AGM1 Phosphoacetylglucosamine mutase (N-acetylglucosamine-phosphate mutase); enzyme of UDP-N- ) 1 2 2 _
acetylglucosamine (UDP-GIcNAc) biosynthesis
3-deoxy-D-arabinoheptulosonate-7-phosphate synthase; aromatic amino acid biosynthesis; GCN-
ARO3 regulated; feedback-inhibited by phenylalanine if expressed in S. cerevisiae; Aro3p and Aro4p catalyze 4 6 5 4 -
same reaction; decreased in stationary phase
ASR2 Gene regulated by cAMP and by osmotic stress; greater mRNA abundance observed in a cyrl or rasl 5 2 6 2 _
homozygous null mutant than in wild type; stationary phase enriched protein
ATPS Putative FO-ATP synthase FO subunit B; caspofungin repressed; protein level decreased in stationary 7 7 4 1 )
phase yeast cultures
Putative cytochrome c oxidase subunit IV; transcription is regulated by Miglp;
coxa macrophage/pseudohyphal-induced gene; macrophage-induced protein; repressed by nitric oxide; intron 1 2 3 1 -
in 5'-UTR; Hap43p-repressed
Cytochrome oxidase subunit V; putative upstream CCAAT box regulatory element;
COX5 macrophage/pseudohyphal-induced; repressed by nitric oxide; intron in 5'-UTR; Hap43p-dependent 1 2 2 0 -
repression in low iron medium
CPR6 Putative peptidyl-prolyl cis-trans isomerase; macrophage/pseudohyphal-repressed; heavy metal 7 4 7 5 :

(cadmium) stress-induced; heterozygous null mutant displays sensitivity to virgineone




Metallothionein; role in adaptation to growth in high copper; basal transcription is cadmium-repressed;

CRD2 regulated by Ssn6p; complements copper sensitivity of an S. cerevisiae cup1 null mutant; regulated by 7 4 3 3 1 1 2 0 3
Seflp-, Sfulp-, and Hap43p
ERV25 Component of COPIlI-coated vesicles; transcription induced upon filamentous growth 2 3 1 3 4 4 3 0 3
Putative glutamate synthase; alkaline downregulated; transcription is downregulated in both
GLm intermediate and mature biofilms; regulated by Seflp, Sfulp, and Hap43p 4 > 0 2 1701311405 4
Putative imidazole glycerol phosphate synthase; histidine biosynthesis; no human/murine homolog;
HIS7 transcription induced by histidine starvation; regulated by Gecn2p and Gen4p; higher protein level in 2 3 0 2 1 3 0 3 3
stationary phase
HRT2 Protein described as having arolein Ty3 transpos.ition; decreased expression in hyphae compared to 1 3 0 ) 1 1 1 ) 4
yeast-form cells; stationary phase enriched protein
IDH1 Putative mitochgndrial NAD-isocitrate dehydrogenase subunit 1; soluble protein in hyphae; protein level 1 1 4 3 4 4 6 0 3
decrease in stationary phase cultures
IFR1 Predicted ORF in Assemblies 19, 20 and 21; induced by nitric oxide 2 2 0 2 3 2 2 0 3
Putative 2-oxoglutarate dehydrogenase; regulated by Efglp under yeast-form but not hyphal growth
KGD1 conditions; transcription is upregulated in an RHE model of oral candidiasis; stationary phase enriched 1 1 2 3 6 5 6 1 4
protein; Hap43p-repressed gene
LAT1 Putative c.iihydrolipoamide acetyltransferase component (E2) of pyruvate dehydrogenase complex; ) 3 3 3 6 5 3 3 4
sumoylation target
Putative succinate-CoA ligase beta subunit; transcription regulated by Miglp and Tuplp; transcriptionally
Lsc2 regulated by iron; expression greater in high iron; filament; protein present in exponential and stationary 1 4 3 3 10 | 8 8 2 4
growth phase yeast cells
LYS12 Putative m.itocho.ndrial homoisocitrate dehydrogenase; clade-associated gene expression; protein level 0 4 4 ) 5 7 6 1 4
decreases in stationary phase cultures
Putative translation initiation factor; mutation confers hypersensitivity to roridin A and verrucarin A,
NIP1 genes encoding ribosomal subunits, translation factors, and tRNA synthetases are downregulated upon 2 2 2 3 7 8 6 2 4
phagocytosis by murine macrophage
NOP1 Nucleolar protein; flucytosine induced; Hap43p-induced gene 1 1 2 3 4 4 3 6 4
Protein similar to S. cerevisiae Nop5p protein of small nucleolar ribonucleoprotein complex; transposon
NOP5 mutation affects filamentous growth; macrophage/pseudohyphal-induced; physically interacts with TAP- 1 2 2 3 4 5 7 3 4
tagged Noplp
orf19.1564 | Plasma membrane-localized protein of unknown function 1 2 1 3 4 4 3 4 4
orf19.1649 | RNAL1 - Putative GTPase-activating protein; protein level decreases in stationary phase cultures 2 3 0 2 3 6 3 3 4
orf19.1680 | TFP1 - Subunit of vacuolar H+-ATPase; stationary phase enriched protein; sumoylation target 2 1 2 3 11| 8 8 3 4
orf19.2250 SPE3 —.O_rthol_og(s) havg spermidine synthase activity, role i.n pjcmtothenate biosynthetic process, 1 3 0 2 3 3 ) ) 4
spermidine biosynthetic process and cytosol, nucleus localization
RPL2 - Putative 60S ribosomal protein L2; Hap43p-induced gene; shows downregulation in infected rabbit
0rf19.2309.2 kidney in SC5314, but not NGY152, strain background g g 4 S I
orf19.2329.1 RPS17B - Ribosomal protein 17B; genes encoding cytoplasmic ribosomal subunits, translation factors, 4 5 3 3 7 6 6 7 4

tRNA synthetases are downregulated upon phagocytosis by murine macrophages; Hap43p-induced gene




orf19.2489 | Putative karyopherin beta; repressed by nitric oxide 4 7 2 3 6 8 6 8 4
orf19.2533.1 | Protein with a predicted role in protein translocation from the endoplasmic reticulum 3 2 2 3 4 3 4 0 3
orf19.2622 | YPT31 - Protein required for resistance to toxic ergosterol analog 1 2 1 3 8 8 8 7 4
orf19.2795 Ortholog.(s) ha.ve tRNA b|nd|r.13 activity, |role .|n regulation of ascospore formation, regulatpn qf 1 ) 1 3 ) 3 5 5 4
conjugation with cellular fusion, tRNA 3'-trailer cleavage and nucleolus, nucleoplasm localization
orf19.2994.1 | RPS16A - Putative 40S ribosomal subunit; macrophage/pseudohyphal-induced after 16 h 4 4 4 3 7 10| 9 8 4
orf19.4089 Putative cg—.cr_\aperone. protem with a Predlcted role in kinetochore assembly; mutation confers 3 4 0 ) 7 4 4 3 4
hypersensitivity to radicicol; sumoylation target
Ortholog(s) have superoxide dismutase copper chaperone activity, role in cellular copper ion homeostasis,
orf19.4449 | cellular response to metal ion, intracellular copper ion transport and cytosol, mitochondrial inner 3 1 1 3 2 1 3 5 4
membrane, nucleus localization
orf19.4560 BFBl - Protein |.nvolved in the m.alntenance.of normal ploidy; S. cerevisiae ortholog cofers Brefeldin A 4 9 4 3 17 12 | 16| 7 4
resistance; stationary phase enriched protein
orf19.4577.3 Qrtholpg(s) havg pr.oteln transporter activity, unfolded protein binding activity and role in protein import 1 1 ) 3 1 4 3 1 4
into mitochondrial inner membrane
orf19.4633 Ortholog(s) have carbonyl reductase (NADPH) actl\{lty, oxidoreductase act|V|ty., acting on the'z alc.iehyde or 1 1 1 3 1 ) ) 1 4
oxo group of donors, NAD or NADP as acceptor activity and cytosol, nucleus, ribosome localization
orf19.4886 | Putative adhesin-like protein; Hap43p-repressed gene 1 3 2 3 2 3 1 0 3
orf19.4931.1 | RPL14 - Ribosomal protein L14; promoter bound directly by Tbflp; Hap43p-induced gene 4 7 2 3 10 (10| 9 10 4
orf19.5006 | GCV3 - Glycine decarboxylase, subunit H; protein level decrease in stationary phase cultures 2 3 1 3 4 5 5 2 4
orf19.5063 .COIl - Secreted protein; acloplrgx olamine induced; regulated by Ssn6p; induced by nitric oxide 4 3 5 3 1 3 0 3 3
independent of Yhb1p; Hap43p-induced
orf19.754 | YBNS5 - Ortholog(s) have ATPase activity and cytosol, nucleus localization 1 4 2 3 9 |14 |10 | 8 4
orf19.7569 | SIK1 - Putative U3 snoRNP protein; Hap43p-induced gene; physically interacts with TAP-tagged Noplp 1 4 3 3 5 2 5 2 4
Plasma membrane protein; detected at yeast-form cell plasma membrane by mass spectrometry;
RAX2 e o . . . . 2 1 0 2 3 2 2 0 3
transcription is filament induced and negatively regulated by Rim101p, Tuplp; Hap43p-induced gene
RBT?7 Protein with similarity to RNase T2 enzymes, has putative secretion signal; expression is Tuplp-repressed 4 2 4 3 3 2 3 0 3
RET2 Protein that interacts with Crk1p in the two-hybrid system; potential ortholog of S. cerevisiae Ret2p 1 1 3 3 2 2 4 1 4
Putative ubiquinol cytochrome c-reductase; transcriptionally regulated by iron; expression greater in high
RIP1 . . . . 1 1 1 3 1 1 1 0 3
iron; alkaline downregulated; repressed by nitric oxide; Hap43p-repressed
RLIL Member of RNase L inhibitor (RLI) subfamily of ABC family; predicted not to be a transporter; regulated by 5 1 1 3 6 6 4 3 4
Seflp, Sfulp, and Hap43p
Putative translation initiation factor; mutation confers hypersensitivity to roridin A and verrucarin A;
RPG1A genes encoding ribosomal subunits, translation factors, and tRNA synthetases are downregulated upon 1 1 1 3 6 6 4 5 4
phagocytosis by murine macrophage
RPL10A Predicted ribosomal protein; genes encoding cytqplasmlc rllbosomal subunits, translatllon factors, tRNA ) 4 4 3 5 4 6 1 4
synthetases are downregulated upon phagocytosis by murine macrophages; Hap43p-induced gene
Protein similar to S. cerevisiae ribosomal protein Rpl16Ap; transposon mutation affects filamentous
RPL16A growth; genes encoding cytoplasmic ribosomal subunits are downregulated upon phagocytosis by murine | 3 3 2 3 10| 8 | 10| 6 4

macrophages; Hap43p-induced gene




RPL37B Ribosomal protein L37; Hap43p-induced gene 1 3 1 3 4 2 5 0 3
RPLA3A Putative ribosomal protein, large subunit; downregulated in the presence of human whole blood or ) 3 ) 3 4 5 4 3 4
polymorphonuclear (PMN) cells; shows colony morphology-related gene regulation by Ssnép
RPS30 Putative 40S ribosomal protein S30; shows colony morphology-related gene regulation by Ssnép 2 2 2 3 3 2 5 2 4
soL3 Putative 6-phosphog|uconolactona.se; present in exponential and stationary growth phase yeast cultures; ) 6 ) 3 1 3 3 5 4
macrophage-downregulated protein abundance
TIE3 Putative translation initiation factor; genes encod.ing ribosgmal subunits, translation factors, and tRNA 4 8 3 3 3 9 9 11 4
synthetases are downregulated upon phagocytosis by murine macrophage
Putative translation initiation factor elF4G; overexpression causes hyperfilamentation; hyphal- and
TIF4631 macrophage-induced; genes encoding some translation factors are downregulated upon phagocytosis by 3 2 1 3 5 5 4 4 4
murine macrophage
TIES Putative translation initiation factor; genes encoding ribosomal subunits, translation factors, and tRNA 1 1 1 3 ) 5 ) 3 4
synthetases are downregulated upon phagocytosis by murine macrophage
Putative tRNA-Tyr synthetase; genes encoding ribosomal subunits, translation factors, and tRNA
TYS1 synthetases are downregulated upon phagocytosis by murine macrophages; stationary phase enriched 1 3 0 2 5 4 5 4 4
protein
UBI3 Fusion of ubiquitin with the S34 protein of the small ribosomal subunit; mRNA decreases upon heat 5 6 5 3 3 s | 10| 12 4
shock, appears to be degraded; functional homolog of S. cerevisiae RPS31; Hap43p-induced gene
URA2 Putative bifunctional carbar‘qoylphosphate synthetase-aspartate transcarbamylase; flucytosine induced; 5 3 3 3 1l o112 4
macrophage/pseudohyphal-induced; intron in 5'-UTR
YPS7 F’utative aspar?ig?ype endopeptidase with limited ability to degrade alpha pheromone; mutants show 3 5 6 3 6 4 6 ) 4
increased sensitivity to alpha pheromone
Functional homolog of S. cerevisiae Yptlp, which is an essential small Ras-type GTPase involved in protein
YPT1 secretion at ER-to-Golgi; dominant-negative mutation causes SAP secretion defect and accumulation of 2 3 1 3 5 4 5 5 4
intracellular secretory vesicles
Functional homolog of S. cerevisiae Yrb1lp, which regulates Gsplp GTPase activity and thereby affects
YRB1 nucleocytoplasmic transport and cytoskeletal dynamics; transcription is not regulated by white-opaque 2 2 0 2 3 3 2 6 4
switching or by dimorphic transition
ZU01 Protein similar to S. cerevisiae Zuolp, which is a cytosolic ribosome-associated chaperone; likely to be 3 8 4 3 1319113 9 4
essential for growth, based on an insertional mutagenesis strategy
Argininosuccinate synthase; arginine biosynthesis; regulated by Gcn4p, Rim101p; induced by amino acid
ARG1 starvation (3-AT) and benomyl treatment; stationary phase enriched protein; repressed in alkalinizing - - - - 10 | 10 | 12 | 13 4
medium; planktonic growth-induced
Protein kinase A regulatory subunit; required for nuclear localization of Tpklp; physically interacts with
BCY1 Tpklp; essential; apoptosis-regulated; bcyl heterozygous or bcyl tpk2 mutant has filamentous growth - - - - 4 4 3 5 4
defect; planktonic growth-induced
Septin; essential for viability; gene has predicted splice sites; forms ring at sites of cell division and also
CDC12 forms filaments in mature chlamydospore; filamentous growth induced; regulated by Nrglp, Tuplp, - - - - 7 7 7 5 4

tyrosol and cell density




EIF4E

Translation initiation factor elF4E; genes encoding ribosomal subunits, translation factors, tRNA
synthetases downregulated by phagocytosis by macrophage; alternatively spliced intron in 5' UTR; protein
levels decrease in stationary phase

GLC7

Putative catalytic subunit of type 1 serine/threonine protein phosphatase; regulated by Shp1lp;
transcriptionally regulated by iron; expression greater in high iron; alternatively spliced intron in 5' UTR

HMO1

Transcription factor that binds upstream of genes involved in hexose and ergosterol metabolism and in
the cell cycle; activates pseudohyphal growth when expressed in S. cerevisiae; expression repressed in
hyphae relative to yeast-form cells

IDP2

Isocitrate dehydrogenase; expression is regulated upon white-opaque switching; shows colony
morphology-related gene regulation by Ssnép; protein present in exponential and stationary growth
phase yeast cultures; Hap43p-repressed gene

IST2

Ortholog(s) have lipid binding activity and cellular bud membrane, endoplasmic reticulum localization

MXR1

Putative methionine sulfoxide reductase; flucytosine induced; Plc1p-regulated; upregulated in the
presence of human neutrophils; macrophage regulated (gene induced, protein decreased); possibly
adherence-induced

NTF2

Putative nuclear envelope protein; regulated by Ssn6p

OBPA

Similar to oxysterol binding protein; non-sex gene located within the MTLa mating-type-like locus; Plclp-
regulated

orf19.1376

Ortholog(s) have SNAP receptor activity, phosphatidic acid binding activity and role in ascospore-type
prospore membrane assembly

orf19.3467

Ortholog(s) have ubiquitin binding activity and role in ER to Golgi vesicle-mediated transport, late
endosome to vacuole transport via multivesicular body sorting pathway, retrograde vesicle-mediated
transport, Golgi to ER

orf19.3496

Ortholog(s) have role in endocytosis and cytoplasm localization
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orf19.6507

Stationary phase enriched protein

orf19.6701

Protein with similarity to amino acid-tRNA ligase; stationary phase enriched protein; GlcNAc-induced
protein

RPL82

Predicted ribosomal protein; genes encoding cytoplasmic ribosomal subunits, translation factors, and
tRNA synthetases are downregulated upon phagocytosis by murine macrophage
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SEC4

Small GTPase of Rab family; role in post-Golgi secretion; possible C-terminal palmitoylation;
downregulated on adherence to polystyrene; localizes to the Spitzenkorper during hyphal growth;
functional homolog of S. cerevisiae Sec4p

§Sz1

Putative HSP70 chaperone; protein level decreases in stationary phase cultures

SUB2

Putative TREX complex component with a predicted role in nuclear mRNA export; transcription is
regulated by Miglp; Hap43p-induced gene

SuUI2

Translation initiation factor elF2, alpha chain; genes encoding ribosomal subunits, translation factors, and
tRNA synthetases are downregulated upon phagocytosis by murine macrophage; stationary phase
enriched protein




GDH3

NADP-glutamate dehydrogenase; hyphal downregulated; regulated by Nrglp, Plclp; Efglp-
downregulated; upregulated by Rim101p at pH 8; GIcNAc, ciclopirox, ketoconazole induced; hypoxia
repressed; protein in exponential and stationary phases

orf19.1533

Hap43p-induced gene; S. cerevisiae ortholog YKLO77W localizes to fungal-type vacuole

orf19.4150

Putative glutaredoxin; induced by nitric oxide

orf19.5572

Ortholog of C. parapsilosis CDC317 : CPAR2_600660, Candida tenuis NRRL Y-1498 : CANTEDRAFT_104804,
Debaryomyces hansenii CBS767 : DEHA2C11902g and Candida dubliniensis CD36 : CD36_63110

orf19.6630

Ortholog(s) have role in ER-associated protein catabolic process

orf19.7196

Putative vacuolar protease; upregulated in the presence of human neutrophils

PHO112

Putative constitutive acid phosphatase; transcription is negatively regulated by Rim101p; DTT-extractable;
N-glycosylated; Hap43p-induced; possibly an essential gene, disruptants not obtained by UAU1 method
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TFS1

Putative carboxypeptidase y inhibitor; transcription is regulated upon yeast-hyphal switch; shows colony
morphology-related gene regulation by Ssnép

AAT21

Putative aspartate aminotransferase; higher protein amounts present in stationary phase; Gcn4p-
regulated

ADE6

5-Phosphoribosylformyl glycinamidine synthetase, enzyme of adenine biosynthesis; not induced in GCN
response, in contrast to the S. cerevisiae ortholog; protein only detected in stationary phase yeast-form
cultures

ALAl

Alanyl-tRNA synthetase; translational regulation generates cytoplasmic and mitochondrial forms; Gen4p-
regulated; repressed by amino acid starvation (3-AT); translation-related genes downregulated upon
phagocytosis by murine macrophages

APM1

Phosphorylated protein similar to S. cerevisiae Apm1, which is involved in vesicle transport; transposon
mutation affects filamentous growth

ARD

D-arabitol dehydrogenase, NAD-dependent (ArDH); enzyme of D-arabitol and D-arabinose catabolism; D-
arabitol is a marker for active infection in humans; has conserved YXXXK motif of short-chain alcohol-
polyol-sugar dehydrogenases

ARG5,6

Arginine biosynthetic enzyme activities; in S. cerevisiae, processed into distinct polypeptides with
acetylglutamate kinase (Arg6p) activity and acetylglutamate-phosphate reductase (Arg5p) activity; Gendp
regulated; alkaline downregulated

ARO10

Aromatic decarboxylase of the Ehrlich fusel oil pathway of aromatic alcohol biosynthesis; pH-regulated
(alkaline downregulated); protein abundance is affected by URA3 expression in the CAl-4 strain
background

ATP14

Putative mitochondrial F1FO ATP synthase subunit; macrophage/pseudohyphal-induced

ATP17

Mitochondrial ATPase complex subunit; downregulated by Efglp; flucytosine induced; caspofungin
repressed

ATP4

Putative FO-ATP synthase subunit 4; macrophage/pseudohyphal-induced; present in exponential and
stationary growth phases

ATP7

Putative subunit of the F1FO-ATPase complex; shows colony morphology-related gene regulation by
Ssn6p; farnesol-, macrophage-downregulated protein abundance; protein present in exponential and
stationary yeast growth phases; Hap43p-induced




BAT22

Putative branched chain amino acid aminotransferase; regulated by Gendp; induced by farnesol
treatment, GIcNAc, amino acid starvation (3-aminotriazole treatment); present in exponential and
stationary growth phase yeast cultures

BDF1

Putative transcription factor; downregulated upon adherence to polystyrene; reduced mRNA abundance
detected in homozygous null mutant; macrophage/pseudohyphal-repressed; possibly an essential gene,
disruptants not obtained by UAU1 method

BEM3

Putative GTPase-activating protein (GAP) for Rho-type GTPase Cdc42p; involved in cell signaling pathways
that control cell polarity; similar to S. cerevisiae Bem3p

BRE1

Putative transcription factor with C3HC4 zinc finger DNA-binding motif; similar to S. cerevisiae Brelp;
transposon mutation affects filamentous growth

CBP1

Corticosteroid binding protein; transcription induced at late log-phase or upon adherence to polystyrene;
not induced by corticosterone; contains a possible NAD/FAD binding region; regulated by Nrglp, Tuplp

CCpP1

Similar to cytochrome-c peroxidase N terminus; negatively regulated by Rim101p or alkaline pH;
transcription induced by interaction with macrophage or low iron; oxygen-induced activity; regulated by
Seflp-, Sfulp-, and Hap43p

CCT8

Chaperonin-containing T-complex subunit; involved in hyphal morphogenesis, particularly starvation-
induced; essential; expression in S. cerevisiae inhibits Ras2p-mediated pathways (including
pseudohyphal); CCT8 and TRP1 genes overlap

CcDC28

Cyclin-dependent protein kinase, interacts with regulatory subunit Cyb1p; involved in determination of
cell morphology during the cell cycle; phosphorylated primarily by Swelp and phosphorylation is
regulated by Hsl1p; intron in 5'-UTR

CDC54

Putative pre-replication complex helicase subunit; transcription is regulated by Nrglp and Miglp; periodic
mMRNA expression, peak at cell-cycle M/G1 phase; Hap43p-induced gene

CDC68

Functional homolog of S. cerevisiae Cdc68p, which is a transcription elongation factor; essential; possible
drug target

[N

COX19

Putative cytochrome c oxidase assembly protein; Plc1p-regulated

COX6

Putative cytochrome c oxidase; flucytosine induced

COX9

Putative subunit Vlla of cytochrome c oxidase; flucytosine induced

CTA3

Protein similar to S. cerevisiae Edelp, which is involved in endocytosis; activates transcription in 1-hybrid
assay in S. cerevisiae
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CYCc1

Cytochrome c; complements defects of S. cerevisiae cycl cyc7 double mutant; expression greater in high
iron; alkaline downregulated; repressed by nitric oxide; Cap2-dependent downregulation in low iron;
regulated by Seflp, Sfulp, and Hap43p

CyT1

Cytochrome c1; transcriptionally regulated by iron; expression greater in high iron; alkaline
downregulated; possibly an essential gene, disruptants not obtained by UAU1 method; Hap43p-repressed
gene

DNM1

Putative dynamin-related GTPase; transcription is upregulated in an RHE model of oral candidiasis;
transcription is regulated by Nrglp, Miglp, and Tuplp

DOA1

Protein similar to S. cerevisiae Doalp, which is involved in ubiquitin-mediated protein degradation; WD-
repeats; mellitin-like sequence




DPM1

Putative dolichol phosphate mannose synthase; filament induced; Tuplp-regulated

DRG1

Member of the DRG family of GTP-binding proteins; involved in regulation of invasive filamentous growth

END3

Regulated by Gendp; induced in response to amino acid starvation (3-aminotriazole treatment)

NN (O,

ERF1

Putative translation release factor 1, which interacts with stop codons and promotes release of nascent
peptides from ribosomes; Hap43p-induced gene
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ERG12

Ortholog(s) have mevalonate kinase activity and role in ergosterol biosynthetic process, farnesyl
diphosphate biosynthetic process, mevalonate pathway, isopentenyl diphosphate biosynthetic process,
mevalonate pathway

ERG20

Putative farnesyl pyrophosphate synthetase involved in isoprenoid and sterol biosynthesis, based on
similarity to S. cerevisiae Erg20p; likely to be essential for growth, based on an insertional mutagenesis
strategy

ERG5

Putative C-22 sterol desaturase; fungal C-22 sterol desaturases are cytochrome P450 enzymes of
ergosterol biosynthesis, catalyze formation of the C-22(23) double bond in the sterol side chain;
transposon mutation affects filamentous growth

FAD2

Delta-12 fatty acid desaturase, involved in production of linoleic acid, which is a major component of
membranes

FGRA4

Protein lacking an ortholog in S. cerevisiae; transposon mutation affects filamentous growth

FLC2

Protein involved in heme uptake; putative FAD transporter, similar to S. cerevisiae Flc2p

FRE7

Copper-regulated cupric reductase similar to Frel10p; transcription is downregulated in response to
treatment with ciclopirox olamine or 17-beta-estradiol; transcriptionally induced by alkaline conditions or
interaction with macrophage

FRS2

Putative tRNA-Phe synthetase; genes encoding ribosomal subunits, translation factors, tRNA synthetases
are downregulated upon phagocytosis by murine macrophage; protein present in exponential and
stationary growth phase yeast cultures

FUN12

Functional homolog of S. cerevisiae Fun12p translation initiation factor elF5B; genes encoding ribosomal
subunits, translation factors, and tRNA synthetases are downregulated upon phagocytosis by murine
macrophage

GAP4

Putative amino acid permease; hyphal induced; regulated by Hap43p, Gen2p and Gendp; shows colony
morphology-related gene regulation by Ssnép; detected at plasma membrane of yeast-form and germ
tube by mass spectrometry

GCD11

Protein similar to S. cerevisiae Gcd11p, which is a subunit of translation initiation factor elF2; likely to be
essential for growth, based on an insertional mutagenesis strategy

GCN1

Ortholog(s) have role in regulation of translational elongation and cytosolic ribosome, mitochondrion
localization

GEA2

Putative ARF GTP/GDP exchange factor; transcriptionally regulated by iron; expression greater in low iron

GLN4

Putative tRNA-GIn synthetase; genes encoding ribosomal subunits, translation factors, tRNA synthetases
are downregulated upon phagocytosis by murine macrophage; protein present in exponential and
stationary growth phase yeast cultures

GLO3

Ortholog(s) have ARF GTPase activator activity and role in COPI coating of Golgi vesicle, ER to Golgi
vesicle-mediated transport, retrograde vesicle-mediated transport, Golgi to ER




GPA2

G-protein alpha subunit; regulates filamentous growth; involved in cAMP-mediated glucose signaling;
reports differ on role in cAMP-PKA pathway, MAP kinase cascade; Gprlp C terminus binds Gpa2p;
regulates HWP1 and ECE1

GPX2

Similar to glutathione peroxidase; expression greater in high iron; alkaline upregulated by Rim101p;
transcriptionally induced by alpha factor or interaction with macrophage; regulated by Efglp; caspofungin
repressed

GYP2

Ortholog(s) have Rab GTPase activator activity, role in intracellular protein transport and cell division site,
cytosol localization

HBR1

Essential protein involved in regulation of MTL gene expression; hemoglobin-regulated inhibitor of white-
opaque switching, which may affect survival in host; activator of MTLalphal and MTLalpha2; transcription
is activated by hemoglobin

HCH1

Protein not essential for viability; regulated by Gendp; induced in response to amino acid starvation (3-
aminotriazole treatment); similar to S. cerevisiae Hchlp, which is a regulator of heat shock protein
Hsp90p

HCR1

Putative translation initiation factor; genes encoding ribosomal subunits, translation factors, and tRNA
synthetases are downregulated upon phagocytosis by murine macrophage

HEM2

Putative porphobilinogen synthase; transcriptionally regulated by iron; expression greater in high iron;
protein level decrease in stationary phase cultures

HHO1

Putative histone H1; farnesol regulated; Hap43p-induced gene; contains 5' UTR intron

HIs4

Multifunctional enzyme that catalyzes three steps of histidine biosynthesis, with phosphoribosyl-AMP
cyclohydrolase, phosphoribosyl-ATP diphosphatase, and histidinol dehydrogenase activities; required for
wild-type adhesion to human calls

HU1

Putative HSP40 co-chaperone; repressed during the mating process

HOM2

Aspartate-semialdehyde dehydrogenase; forms a homodimer; conserved in bacteria, archaea, and fungi
but not in mammals; ketoconazole-repressed; protein present in exponential and stationary growth phase
yeast cultures; GIcNAc-induced protein

HPT1

Putative hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase; protein abundance is affected by URA3
expression in the CAI-4 strain background; protein level decrease in stationary phase cultures

HTS1

Putative tRNA-His synthetase; genes encoding ribosomal subunits, translation factors, tRNA synthetases
are downregulated upon phagocytosis by murine macrophage; stationary phase enriched protein

IDH2

Putative mitochondrial NAD-isocitrate dehydrogenase subunit; transcription upregulated by treatment
with ciclopirox; transcriptionally regulated by iron; expression greater in high iron; present in exponential
and stationary growth phases

IDP1

Putative isocitrate dehydrogenase; transcriptionally induced by interaction with macrophage; alkaline
upregulated

IFU5

Predicted membrane protein; estradiol-induced; increased transcription associated with CDR1 and CDR2
overexpression or fluphenazine treatment; putative drug-responsive regulatory site; similar to S.
cerevisiae Wwm1p; Hap43p-repressed gene

ILV2

Putative acetolactate synthase; regulated by Gen4p; induced by amino acid starvation (3-AT treatment);
stationary phase enriched protein




Putative dihydrolipoamide S-succinyltransferase; transcriptionally regulated by iron; expression greater in

KGD2 0 2 2 0 2
G high iron; Hap43p-repressed gene
KIN3 Protein similar to S. cerevisiae Kin3p; induced under Cdc5p depletion; shows Mob2p-dependent hyphal 1 1 1 1 4
regulation; mutants are hypersensitive to caspofungin
MAM33 Puta.tlve mitochondrial acidic matrix protein; regulated by Ssn6p; protein present in exponential and 1 ) ) 1 4
stationary growth phase yeast cultures
Cytoplasmic methionyl-tRNA synthetase; zinc-binding motif; ribosomal subunits, translation factors, tRNA
MES1 synthetases are downregulated upon phagocytosis by murine macrophage; protein present in exponential 3 4 2 2 4
and stationary phase yeast
Sulfite reductase; role in sulfur amino acid metabolism; biofilm-induced expression; upregulated in the
MET10 presence of human whole blood or polymorphonuclear (PMN) cells; Hoglp-induced; possibly adherence- 3 6 0 0 2
induced
Protein not essential for viability; similar to S. cerevisiae Mrp8p, which is a mitochondrial ribosomal
MRP8 . e 1 1 1 1 4
protein; greater transcription in hyphal form than yeast form
orf19.1030 | Putative peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 2 3 1 2 4
orf19.1058 Ortholog(s) have ubiquitin binding activity, role in ubiquitin-dependent protein catabolic process and ) ) 1 1 4
’ proteasome regulatory particle, lid subcomplex, proteasome storage granule localization
orf19.1082.1 Ortholog(s) have cytochr.ome—c OX{dase ac.tlwty, role.ln mitochondrial respwatory cham complex IV 4 4 3 0 3
assembly and cytosol, mitochondrial respiratory chain complex IV, nucleus localization
Ortholog(s) have ubiquitin-protein ligase activity and role in ER-associated protein catabolic process,
orf19.1085 . L . L . . . . 2 2 1 1 4
protein ubiquitination involved in ubiquitin-dependent protein catabolic process, vesicle organization
Ortholog(s) have role in protein deubiquitination, regulation of ER to Golgi vesicle-mediated transport,
orf19.1086 . . . . . o 6 6 4 4 4
regulation of retrograde vesicle-mediated transport, Golgi to ER, ribophagy and cytoplasm localization
orf19.1124.2 Orthglog(s) haye diphthine synthase actlwty, rqle in peptidyl-diphthamide biosynthetic process from 1 1 1 1 4
peptidyl-histidine and cytosol, nucleus localization
orf19.117 Ortholog(s) have. SNAP receptor activity, role in vesicle fusion and SNARE complex, extrinsic to plasma 1 1 1 5 4
membrane localization
orf19.121 Putative ARP2/3 complex subunit; mutation confers hypersensitivity to cytochalasin D 1 1 1 1 4
orf19.1212 | Ortholog(s) have FFAT motif binding, phosphatidylinositol binding activity 1 1 0 1 3
orf19.1248 Putative BNA pqumerase Il subunit B44; heterozygous null mutant exhibits resistance to parnafungin in 1 1 1 1 4
the C. albicans fitness test
orf19.1301 | Ortholog(s) have cytoplasm, nucleus, ribosome localization 2 2 2 0 3
orf19.1338 | Ortholog of C. glabrata CBS138 : CAGLOL05522g and C. parapsilosis CDC317 : CPAR2_704050 2 3 1 1 4
orf19.1340 | Putative aldose reductase; protein level decreases in stationary phase cultures 1 1 1 0 3
orf19.135 Predicted su.bunlt of the exocyst complex, involved in exocytosis; localizes to a crescent on the surface of 5 1 0 1 3
the hyphal tip
orf19.1355 | Putative protein of unknown function; stationary phase enriched protein 4 1 5 2 4
orf19.1361 | protein involved in mitochondrial matrix protein import 2 110} 3
orf19.1372 | Gene transcription regulated by Miglp and Tuplp 1 2 2 1 4




orf19.1374

Ortholog of Candida tenuis NRRL Y-1498 : CANTEDRAFT_104074, Debaryomyces hansenii CBS767 :
DEHA2B13310g, Candida dubliniensis CD36 : CD36_23840 and Pichia stipitis Pignal : PICST_58235

orf19.1386

Ortholog(s) have SNAP receptor activity and role in ER to Golgi vesicle-mediated transport, retrograde
vesicle-mediated transport, Golgi to ER, vesicle fusion

orf19.1389

Ortholog(s) have poly(A) RNA binding activity, role in mRNA metabolic process and cytoplasm localization

orf19.1402

Chaperonin of the cytosolic TCP1 ring complex; protein present in exponential and stationary-phase yeast
cells, but higher amounts in stationary phase; GIcNAc-induced protein

orf19.1409.1

Ortholog(s) have structural constituent of ribosome activity, role in cytoplasmic translation and cytosolic
large ribosomal subunit, nucleolus localization

orf19.1414

Protein of unknown function, transcription is upregulated in an RHE model of oral candidiasis; Hap43p-
repressed gene

orf19.1478

Putative oligosaccharyltransferase complex component
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orf19.1578

Hap43p-induced gene
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orf19.1626

Ortholog(s) have transferase activity, transferring alkyl or aryl (other than methyl) groups activity, role in
peptidyl-lysine modification to hypusine and cytosol, nucleus localization

orf19.1630

Has domain(s) with predicted nucleic acid binding, nucleotide binding activity
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orf19.1642

Hap43p-induced gene; ortholog of S. cerevisiae LOC1, a nuclear protein involved in asymmetric
localization of ASH1 mRNA in S. cerevisiae
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orf19.1658

Ortholog(s) have cell cortex, cellular bud neck, mating projection tip localization

orf19.1661

Ortholog(s) have RNA helicase activity, RNA-dependent ATPase activity, inositol hexakisphosphate binding
activity and role in mRNA export from nucleus, translational termination
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orf19.1672

Ortholog(s) have ubiquitin binding activity, role in ER to Golgi vesicle-mediated transport, retrograde
vesicle-mediated transport, Golgi to ER and COPI vesicle coat localization
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orf19.1697

Ortholog(s) have role in cytoplasmic translation and cytoplasm, polysomal ribosome localization

orf19.1710

Putative NADH-ubiquinone oxidoreductase; in detergent-resistant membrane fraction (possible lipid raft
component); predicted N-terminal acetylation; nitric oxide-repressed; plasma membrane-localized;
protein decreases in stationary phase

orf19.1738.1

Ortholog(s) have beta-tubulin binding activity, role in tubulin complex assembly and cytoplasm
localization

orf19.1750

Protein similar to mammalian SR-like RNA splicing factor; gene has intron; significant changes made to
ORF with coordinate updates (see Locus History)

orf19.1754

Putative calmodulin-dependent protein kinase; possibly an essential gene, disruptants not obtained by
UAU1 method

orf19.1777

Ortholog(s) have ubiquitin-specific protease activity, role in endocytosis, protein deubiquitination,
regulation of protein kinase activity and cell division site, cytosol, nucleus, transport vesicle localization

orf19.1796

Ortholog(s) have oxidoreductase activity, acting on the CH-OH group of donors, NAD or NADP as acceptor
activity and role in metabolic process

orf19.1801

Putative cytochrome B5 reductase; plasma membrane-localized

orf19.1815

Ortholog(s) have ribosomal large subunit binding activity




orf19.1833

Ortholog(s) have pseudouridine synthase activity, role in box H/ACA snoRNA 3'-end processing, rRNA
pseudouridine synthesis, snRNA pseudouridine synthesis and 90S preribosome, box H/ACA snoRNP
complex, cytosol localization

orf19.1840

Ortholog(s) have lipid binding activity and cortical endoplasmic reticulum, mitochondrion, plasma
membrane localization

orf19.1866

Ortholog(s) have cytosol, nucleus, vacuolar proton-transporting V-type ATPase, V1 domain localization;
GlcNAc-induced protein

orf19.1970

Putative vacuole biogenesis protein

orf19.1993

Ortholog(s) have structural molecule activity, role in proteasome assembly, ubiquitin-dependent protein
catabolic process and proteasome regulatory particle, lid subcomplex, proteasome storage granule
localization

orf19.2125

GlcNAc-induced protein

orf19.213

Ortholog(s) have role in ubiquitin-dependent protein catabolic process and nucleus, proteasome
regulatory particle, lid subcomplex, proteasome storage granule localization

orf19.2146

Ortholog(s) have histone acetyltransferase activity, histone binding activity, role in chromatin assembly or
disassembly, chromatin silencing at telomere, histone acetylation and cytoplasm, histone
acetyltransferase complex localization

orf19.2150

Ortholog(s) have mitochondrion localization

orf19.2166

Putative vacuolar H(+)-ATPase; plasma membrane localized

orf19.2168.3

Ortholog(s) have role in cellular protein localization, endoplasmic reticulum tubular network organization,
nuclear pore complex assembly, site selection involved in cell cycle cytokinesis, vesicle-mediated
transport

orf19.2175

Putative mitochondrial cell death effector; induced by nitric oxide

orf19.2194

Phosphorylated protein of unknown function

orf19.2246

Ortholog(s) have cytosol, nucleus localization

N|= [N

N[ =

o|r|O

orf19.2278

Putative 20S proteasome assembly protein; filament induced; transcription is induced in response to
alpha pheromone in SpiderM medium
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orf19.2288

T-complex protein 1, epsilon subunit; protein present in exponential and stationary growth phase yeast
cultures
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orf19.2304

Protein similar to S. cerevisiae Gvp36p; transposon mutation affects filamentous growth

orf19.2322.3

Ortholog(s) have Golgi apparatus, endoplasmic reticulum localization

orf19.2335

Putative aspartyl aminopeptidase; stationary phase enriched protein; mutation confers hypersensitivity to
5-fluorouracil (5-FU); Hoglp-induced; planktonic growth-induced
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orf19.2341

Protein with similarity to protein kinase C inhibitor-I; protein level decreases in stationary phase cultures
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orf19.239

Putative ATP-dependent helicase; induced by nitric oxide

[EEN

RiW N NN W

o|joo| © o|w

orf19.2549

Regulator of the type 1 protein phosphatase Glc7p activity, involved in control of morphogenesis,
progression through the cell cycle and response to DNA damage
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orf19.2570

Putative NADH-ubiquinone dehydrogenase; Hap43p-repressed gene

orf19.2639.1

Ortholog(s) have RNA binding activity and role in maturation of SSU-rRNA, nuclear mRNA splicing, via
spliceosome, nuclear-transcribed mRNA catabolic process
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orf19.2710

Ortholog(s) have enzyme activator activity, role in chromosome segregation and cytoplasm, nucleus
localization

orf19.2720

Ortholog(s) have unfolded protein binding activity, role in protein folding and chaperonin-containing T-
complex, nucleus localization

orf19.2786

Has domain(s) with predicted protein transporter activity, role in intracellular protein transport, vesicle-
mediated transport and clathrin adaptor complex localization

orf19.2829

Ortholog(s) have role in protein transport and endoplasmic reticulum, nuclear envelope localization

orf19.285

Ortholog(s) have role in mRNA stabilization and cytoplasm, nucleus localization

orf19.287

Putative NADH-ubiquinone oxidoreductase subunit; Hap43p-repressed gene; repressed by nitric oxide;
identified in detergent-resistant membrane fraction (possible lipid raft component)
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orf19.2917

Putative GTPase; heterozygous null mutant exhibits resistance to parnafungin in the C. albicans fitness
test; Hap43p-induced gene

orf19.2928

Ortholog(s) have COPI-coated vesicle, Golgi apparatus localization
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orf19.2930

Ortholog(s) have translation initiation factor activity, role in translational initiation and cytosolic small
ribosomal subunit, ribosome localization
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orf19.2953

Putative mitochondrial primary import receptor

orf19.2965

Ortholog(s) have ATPase activity, guanyl-nucleotide exchange factor activity
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orf19.2973

Ortholog(s) have RNA binding, flap-structured DNA binding activity and role in nuclear-transcribed mRNA
poly(A) tail shortening, positive regulation of endodeoxyribonuclease activity
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orfl9.2974

Putative protein of the vacuolar SNARE complex with a predicted role in vacuolar fusion

orf19.3003

Putative lipid-binding protein with a predicted role in calcium-dependent phospholipid-binding

orf19.3004

Ortholog of C. parapsilosis CDC317 : CPAR2_108490

orf19.3006

Ortholog(s) have phosphatidylinositol-4-phosphate binding, ubiquitin binding activity

orf19.3031

Putative endoplasmic reticulum (ER) protein-translocation complex subunit

orf19.3060

Ortholog(s) have dolichyl-diphosphooligosaccharide-protein glycotransferase activity, role in protein N-
linked glycosylation and oligosaccharyltransferase complex localization
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orf19.3122.2

0

orf19.3126

Putative cytosolic chaperonin Cct ring complex subunit; mutation confers hypersensitivity to cytochalasin
D; GlcNAc-induced protein
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orf19.3129

Putative chromatin remodelling complex protein; heterozygous null mutant displays sensitivity to
virgineone

orf19.3141

Ortholog(s) have role in ER to Golgi vesicle-mediated transport and cytoplasmic mRNA processing body,
endoplasmic reticulum membrane, extrinsic to membrane localization

orf19.3206

Cytosolic chaperonin Cct ring complex; protein is present in exponential and stationary growth phase
yeast cultures; sumoylation target

orf19.3230

Putative SH3-domain-containing protein; mutation confers hypersensitivity to toxic ergosterol analog

orf19.3290

Plasma membrane-localized protein; repressed by nitric oxide; Hap43p-repressed gene

orf19.3295

Ortholog of C. parapsilosis CDC317 : CPAR2_110120, Candida tenuis NRRL Y-1498 : CANTEDRAFT_134584,
Debaryomyces hansenii CBS767 : DEHA2D14520g and Candida dubliniensis CD36 : CD36_01010




orf19.330.1

Ubiquitin-related protein with similarity to mammalian NEDDS; reversible conjugation (neddylation) of
the cullin subunit (Cdc53p) modulates the ubiquitin ligase activity of the SCF complexes

orf19.3333

Ortholog(s) have poly(A) RNA binding activity, role in mRNA polyadenylation, poly(A)+ mRNA export from
nucleus, regulation of mRNA stability and cytoplasm, nucleus localization

orf19.3335

Plasma membrane protein; shows colony morphology-related gene regulation by Ssn6p; repressed by
nitric oxide

orf19.3341

Putative tRNA-Arg synthetase; essential; genes encoding ribosomal subunits, translation factors, and
tRNA synthetases are downregulated upon phagocytosis by murine macrophage; downregulated by
growth in the mouse cecum

orf19.3349

Putative RNA polymerase Il subunit B150; heterozygous null mutant exhibits resistance to parnafungin in
the C. albicans fitness test

orf19.338

Putative protein of unknown function; stationary phase enriched protein; Hoglp-downregulated; shows
colony morphology-related gene regulation by Ssnép

orf19.3430

Plasma membrane-associated protein; physically interacts with TAP-tagged Noplp

orf19.3476

Ortholog(s) have protein serine/threonine kinase activity
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orf19.3481

Putative mitochondrial ATP-dependent RNA helicase of the DEAD-box family, transcription is activated in
the presence of elevated CO2
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orf19.3561

Putative kinase; cell-cycle regulated periodic mRNA expression; S. cerevisiae ortholog is not cell-cycle
regulated; possibly an essential gene, disruptants not obtained by UAU1 method

orf19.3583

Ortholog(s) have role in protein export from nucleus, regulation of chromatin silencing at telomere,
ribosomal small subunit export from nucleus and nuclear pore localization

orf19.3681

Ortholog(s) have Ran guanyl-nucleotide exchange factor activity, protein transporter activity

orf19.3687

Ortholog(s) have unfolded protein binding activity, role in cytoskeleton organization, protein folding and
prefoldin complex localization

orf19.3792

Ortholog(s) have role in chromosome segregation, cytoplasmic mRNA processing body assembly,
deadenylation-dependent decapping of nuclear-transcribed mRNA and formation of translation
preinitiation complex, more

orf19.3836

Ortholog(s) have cytoplasm localization

orf19.3859

Putative microsomal beta-keto-reductase; transcription is upregulated in response to treatment with
ciclopirox olamine; transcription is induced in response to alpha pheromone in SpiderM medium;
regulated by Seflp-, Sfulp-, and Hap43p

orf19.3872

Oral infection upregulated gene; mutants have reduced capacity to damage oral epithelial cells

orf19.3952

Ortholog(s) have GTP binding, signal recognition particle binding activity, role in protein targeting to ER
and cytosol, endoplasmic reticulum membrane, nucleus localization

orf19.3977

Ortholog(s) have role in cytoplasmic translation and cell tip, cytoplasm localization

orf19.4004

Putative cytosolic chaperonin Cct ring complex subunit; mutation confers hypersensitivity to cytochalasin
D

orf19.4164

Ortholog(s) have mitochondrion, ribosome localization
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orf19.4180

ER protein-translocation complex component; regulated by Gcndp; repressed in response to amino acid
starvation (3-aminotriazole treatment); sumoylation target
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orf19.4283

Ortholog(s) have role in translational initiation and cytosol, eukaryotic 43S preinitiation complex,
eukaryotic translation initiation factor 3 complex, elF3e, eukaryotic translation initiation factor 3 complex,
elF3m, nucleus localization

orf19.4346

Ortholog(s) have protein anchor activity, role in COPII vesicle coating and ER to Golgi transport vesicle
membrane localization

orf19.4382

Ortholog(s) have role in retrograde vesicle-mediated transport, Golgi to ER and COPI vesicle coat, cytosol,
nucleus localization

orf19.4396

Ortholog(s) have role in cristae formation, protein import into mitochondrial intermembrane space and
integral to mitochondrial inner membrane, mitochondrial crista, mitochondrial crista junction localization
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orf19.448

Ortholog(s) have ubiquitin binding activity and cytoplasm localization

orf19.4503

Ortholog(s) have cytosol, nucleus localization

orf19.4594

Ortholog(s) have role in endocytosis and Golgi apparatus localization

orf19.4666

Predicted ORF in Assemblies 19, 20 and 21; hyphal-induced expression, regulated by Cyrlp, Raslp, Efglp
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orf19.4686

Ortholog of S. cerevisiae : YIL151C, C. glabrata CBS138 : CAGLOH06611g, C. parapsilosis CDC317 :
CPAR2_401340 and Candida tenuis NRRL Y-1498 : CANTEDRAFT_104645
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orf19.4751

Ortholog(s) have structural constituent of ribosome activity and mitochondrial small ribosomal subunit
localization
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orf19.4796

Putative elF-4E-binding repressor of CAP-dependent translation; stationary phase enriched protein

orf19.485

Ortholog(s) have structural constituent of cytoskeleton activity

orf19.4864

Ortholog(s) have acylglycerol lipase activity, serine hydrolase activity, role in triglyceride metabolic
process and lipid particle, mitochondrial outer membrane, plasma membrane enriched fraction
localization

orf19.4931

Putative tRNA-Cys synthetase; ribosomal subunits, translation factors, tRNA synthetases are
downregulated upon phagocytosis by murine macrophage; induced by alpha pheromone in SpiderM
medium; protein decreases in yeast stationary phase

orf19.4953

Ortholog(s) have ATPase activity, role in ER-associated protein catabolic process, invasive growth in
response to glucose limitation, pseudohyphal growth and cytosol, nucleus localization

orf19.5006.1

Ortholog(s) have SNAP receptor activity and role in Golgi to plasma membrane transport, cell cycle
cytokinesis, endocytosis, exocytosis, vesicle fusion

orf19.5030

Predicted ORF in Assemblies 19, 20 and 21; induced during planktonic growth

orf19.5085

Ortholog(s) have nuclear localization sequence binding, protein transporter activity and role in mRNA
export from nucleus, protein import into nucleus, regulation of mitosis, regulation of protein
desumoylation

orf19.5095

Putative oxysterol-binding protein; caspofungin induced; possibly an essential gene, disruptants not
obtained by UAU1 method

orf19.51

Ortholog(s) have role in mitochondrion organization, translational initiation and eukaryotic translation
initiation factor 3 complex localization

orf19.512

Predicted ORF in Assemblies 19, 20 and 21; essential; S. cerevisiae ortholog is essential

orf19.5194.1

Putative protein of unknown function; clade-associated gene expression




orf19.5195

Ortholog(s) have adenylate kinase activity, uridylate kinase activity, role in 'de novo' pyrimidine base
biosynthetic process and cytosol, nucleus localization

orf19.5242

Putative ATP-binding protein with a predicted role in DNA replication; member of conserved Mcm1p
regulon; periodic mRNA expression, peak at cell-cycle M/G1 phase
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orf19.528

Secretory vesicles coatomer complex protein

orf19.5345

Putative ubiquitin-like polyubiquitin-binding protein; induced by nitric oxide independent of Yhb1p

orf19.5352

Protein not essential for viability
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orf19.5369

Ortholog(s) have uroporphyrinogen decarboxylase activity, role in heme biosynthetic process and cytosol,
nucleus localization
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orf19.5411

Ortholog(s) have NEDDS ligase activity, role in protein neddylation, regulation of mitotic cell cycle and
cytosol, nucleus localization

orf19.543

Putative fumarate hydratase; transcriptionally regulated by iron; expression greater in high iron; rotein in
exponential and stationary-phase yeast cells, but higher amounts in stationary phase

orf19.5459

Putative mRNA polyadenylation regulating protein; Hap43p-repressed gene, transcription is upregulated
in an RHE model of oral candidiasis and in clinical isolates from HIV+ patients with oral candidiasis

orf19.5484

Putative 3-phosphoserine aminotransferase with a predicted role in serine and glycine biosynthesis;
protein present in exponential and stationary yeast growth phases

orfl19.5516

Ortholog(s) have signal sequence binding activity, role in protein targeting to ER and cytosol, nucleus,
signal recognition particle, endoplasmic reticulum targeting localization

orf19.5522

Ortholog of C. parapsilosis CDC317 : CPAR2_601700, Candida tenuis NRRL Y-1498 : CANTEDRAFT_115220,
Debaryomyces hansenii CBS767 : DEHA2A06666g and Candida dubliniensis CD36 : CD36_62760

orf19.5525

Protein abundance is affected by URA3 expression in the CAl-4 strain background; regulated by Efglp and
Efhlp; repressed by Rgtlp; protein present in exponential and stationary growth phase yeast cultures

orf19.5595

mRNA-binding protein that localizes specific mMRNAs to daughter yeast-form cells and to hyphal tips;
required for normal filamentous growth and host epithelial cell damage; ortholog of S. cerevisiae She3p
but set of target mRNAs differs

orf19.5627

Hap43p-induced gene

orf19.5669

Membrane-localized protein

orf19.5682

Ortholog(s) have protein binding, bridging, protein transporter activity

WIN|N

orfl19.5711

Putative phosphatidylinositol transfer protein; possibly an essential gene, disruptants not obtained by
UAU1 method
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orf19.581

Putative RNA-binding protein; transcription is upregulated in an RHE model of oral candidiasis

orf19.5825

Beta subunit of NC2, heterodimeric regulator of transcription; activates CDR1 transcription; possibly an
essential gene, disruptants not obtained by UAU1 method; conditional mutants show decreased
susceptibility to azoles

orf19.5830

Protein similar to S. cerevisiae Hsp70p; predicted Kex2p substrate; possibly an essential gene, disruptants
not obtained by UAU1 method

orf19.5838

Ortholog(s) have phosphoserine phosphatase activity, role in L-serine biosynthetic process and cytoplasm,
nucleus localization




orf19.590

Putative thiamine biosynthesis enzyme; decreased expression in an ssrl null mutant; protein present in
exponential and stationary growth phase yeast cultures

orf19.5917.3

Ortholog(s) have RNA binding activity, role in poly(A)+ mRNA export from nucleus, transcription-coupled
nucleotide-excision repair and transcription export complex localization

orf19.5921

Ortholog of C. parapsilosis CDC317 : CPAR2_404290, Candida tenuis NRRL Y-1498 : CANTEDRAFT_115338,
Debaryomyces hansenii CBS767 : DEHA2G13596g and Candida dubliniensis CD36 : CD36_84580
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orf19.5956

Putative SH3-domain-containing protein

orf19.5964

Putative ADP-ribosylation factor; mutation confers hypersensitivity to Brefeldin A

orf19.6031

Putative ESCRT-0 complex protein with a role in multivesicular body (MVB) trafficking
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orf19.6079

Predicted ORF in retrotransposon Tca8 with similarity to the Gag region encoding nucleocapsid-like
protein; transcription is downregulated in response to ciclopirox olamine; filament induced; regulated by
Rfglp, Tuplp; overlaps orf19.6078.1

orf19.6250

Ortholog(s) have eukaryotic initiation factor 4G binding, mRNA binding activity

orf19.6252

Ortholog(s) have RNA polymerase Il transcription factor binding transcription factor activity, core RNA
polymerase Il binding transcription factor activity

orf19.6264.3

Ortholog(s) have role in ER to Golgi vesicle-mediated transport and ER to Golgi transport vesicle, Golgi
apparatus, endoplasmic reticulum localization

orf19.6264.4

Hap43p-induced gene; ortholog of S. cerevisiae RPL39, a component of the 60S ribosomal subunit

orf19.6293

COPIl-coated vesicle component

orf19.6358

Ortholog(s) have protein homodimerization activity, ubiquitin-protein ligase activity and role in cellular
response to ionizing radiation, free ubiquitin chain polymerization, postreplication repair, protein K63-
linked ubiquitination

orf19.6476

Putative protein with a predicted role in exocytic transport from the Golgi; filament induced

orf19.6539

Putative trancription modulator; RuvB-like protein family member; heterozygous null mutant displays
sensitivity to virgineone

orf19.6551

Ortholog(s) have SNAP receptor activity, role in Golgi vesicle transport, vesicle fusion and Golgi medial
cisterna, SNARE complex localization

orf19.6599.1

Ortholog(s) have role in cytoplasmic translation and cytoplasm, nucleus localization

orf19.6705

Putative guanyl nucleotide exchange factor with Sec7 domain, required for normal filamentous growth;
transcriptionally regulated upon yeast-hyphal switch; filament induced; regulated by Nrglp, Tuplp,
Mob2p, Hap43p; mRNA binds to She3p

orf19.6796

Ortholog(s) have ADP-ribose diphosphatase activity, role in ribose phosphate metabolic process and
cytosol, mitochondrion, nucleus localization

orf19.680

Putative mitochondrial translocase complex subunit

orf19.6809

Putative phosphomutase-like protein; protein present in exponential and stationary growth phase yeast
cultures; Hap43p-repressed gene; planktonic growth-induced gene

orf19.6810

Ortholog(s) have protein serine/threonine phosphatase activity and role in establishment or maintenance
of cytoskeleton polarity, mitotic cell cycle spindle assembly checkpoint, regulation of translation

orf19.6828.1

Ortholog(s) have P-P-bond-hydrolysis-driven protein transmembrane transporter activity, structural
molecule activity




orf19.6843

Ortholog(s) have role in CenH3-containing nucleosome assembly at centromere, chromatin silencing at
centromere, mitotic sister chromatid segregation and nucleus localization

orf19.6867

Predicted ORF in Assemblies 19, 20 and 21; transcription is repressed in response to alpha pheromone in
SpiderM medium

orf19.6883

Ortholog(s) have oxysterol binding, phosphatidic acid binding, phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate
binding, phosphatidylinositol-4-phosphate binding, sterol transporter activity

orf19.6893

Ortholog(s) have role in ER to Golgi vesicle-mediated transport

orf19.6898.1

Ortholog of C. parapsilosis CDC317 : CPAR2_300360, Candida tenuis NRRL Y-1498 : CANTEDRAFT_105022,
Debaryomyces hansenii CBS767 : DEHA2F22066g and Candida dubliniensis CD36 : CD36_71020

orf19.7057

Putative glutamine-tRNA ligase; stationary phase enriched protein

orf19.7076

Putative single-strand telomeric DNA-binding protein; protein level decreases in stationary phase cultures

orf19.7097

Putative cytoplasmic RNA-binding protein; heterozygous null mutant exhibits hypersensitivity to
parnafungin and cordycepin in the C. albicans fitness test
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orf19.7108

D-ribulose-5-phosphate 3-epimerase; stationary phase enriched protein
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orf19.7116

Putative protein of unknown function, transcription is upregulated in an RHE model of oral candidiasis

orf19.7215.3

Ortholog(s) have chaperone binding, unfolded protein binding activity, role in protein refolding and
mitochondrial matrix localization
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orf19.7216

Ortholog(s) have GTP binding, GTPase activity, role in G1 to GO transition, endocytosis, protein targeting
to vacuole, regulation of vesicle fusion and cytosol, late endosome, nucleus localization
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orf19.7261

Putative Rab GDP-dissociation inhibitor; GIcNAc-induced protein

orf19.7264

Ortholog(s) have ubiquitin-specific protease activity and role in mitochondrial fission, peroxisome fission,
proteasomal ubiquitin-dependent protein catabolic process, protein deubiquitination

orf19.7269

Ortholog(s) have aralkylamine N-acetyltransferase activity, diamine N-acetyltransferase activity, role in
chromatin organization and cytoplasm localization

orf19.7297

Putative cystathionine gamma-synthase; decreased levels in stationary phase cultures; Hoglp-induced;
Gcendp-regulated

orf19.7328

Gene transcription regulated by Miglp and Tuplp
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orf19.7347

Ortholog(s) have ubiquitin-protein ligase activity, role in ER-associated protein catabolic process and
endoplasmic reticulum membrane localization
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orfl9.74

Predicted exocyst component; ortholog of S. cerevisiae Sec5p; merged with orf19.75 in Assembly 21

orf19.7501

Nucleosome assembly protein; protein present in exponential and stationary growth phase yeast cultures

orf19.7502

Hap43p-induced gene; greater mRNA abundance observed in a cyrl homozygous null mutant than in wild
type

orf19.7510

Protein with similarity to S. cerevisiae Kin2p, transcription is positively regulated by Tbfl

orf19.7522

Hap43p-repressed gene; mutation confers hypersensitivity to amphotericin B

S VN U F g SN

N (NN [P

= (Wl (W

[«BN1 SEERNENI S )

w || (PW W W

orf19.759

Ortholog(s) have role in ER to Golgi vesicle-mediated transport, retrograde vesicle-mediated transport,
Golgi to ER and COPI vesicle coat, cytosol, endosome localization

H

orf19.7590

Putative NADH-ubiquinone oxidoreductase; identified in detergent-resistant membrane fraction (possible
lipid raft component); predicted N-terminal acetylation; repressed by nitric oxide




orf19.809

Ortholog(s) have role in maturation of LSU-rRNA from tricistronic rRNA transcript (SSU-rRNA, 5.8S rRNA,
LSU-rRNA) and nucleolus, preribosome localization

orf19.815

Putative guanine nucleotide exchange factor required for embedded filamentous growth; activates
Raclp; contains a DOCKER domain; similar to adjacent DCK2 and to S. cerevisiae YIrd22wp; regulated by
Nrglp
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orf19.841

Ortholog(s) have role in Golgi vesicle transport and Golgi membrane localization

orf19.86

Putative glutathione peroxidase; peroxide-induced; induced in response to peroxide, exposure to
neutrophils and macrophage blood fractions; downregulated during infection of macrophages

orf19.900

Essential component of the nuclear pore complex; sumoylation target; stationary phase enriched protein

orf19.933

Ortholog(s) have protein homodimerization activity, ubiquitin-protein ligase activity and role in cellular
response to ionizing radiation, free ubiquitin chain polymerization, postreplication repair, protein K63-
linked ubiquitination

osm2

Putative mitochondrial fumarate reductase; regulated by Ssn6p, Gen2p, and Gendp; Hoglp-
downregulated; stationary phase enriched protein; Hap43p-repressed gene

PDX1

Pyruvate dehydrogenase complex protein X, an essential component of the mitochondrial pyruvate
dehydrogenase complex which is involved in the respiratory pathway; protein present in exponential and
stationary growth phase yeast cultures

PDX3

Pyridoxamine-phosphate oxidase; transcription regulated by yeast-hyphal switch and by Nrglp, Miglp,
Tuplp; caspofungin repressed; present in exponential and stationary phase yeast cultures; Hap43p-
repressed; planktonic growth-induced

PHOS85

Functional homolog of S. cerevisiae Pho85p, a cyclin-dependent kinase that regulates transcription of
PHO genes involved in phosphate metabolism; necessary for geldanamycin-induced filamentation; gene
has intron

POB3

Protein similar to S. cerevisiae Pob3p, which is involved in chromatin assembly and disassembly;
transposon mutation affects filamentous growth

POL30

Similar to proliferating cell nuclear antigen (PCNA); RNA abundance regulated by tyrosol and cell density;
transcriptionally induced by interaction with macrophages; flucytosine induced; stationary phase enriched
protein

PPH21

Putative protein phosphatase of the Type 2A-related family (serine/threonine-specific), similar to S.
cerevisiae Pph21p; caspofungin repressed; possibly an essential gene, disruptants not obtained by UAU1
method

PR26

Protein with similarity to proteasomal 26S regulatory subunit of S. cerevisiae, H. sapiens,
Methanobacterium thermoautotrophicum (Archaebacterium)

PRD1

Putative proteinase; transcription is regulated by Nrglp, Miglp, and Tuplp; Hoglp-induced; stationary
phase enriched protein; Hap43p-repressed gene

PRE9

Alpha3 (C9) subunit of the 20S proteasome; transcription is regulated by Miglp

PRO2

Putative gamma-glutamyl phosphate reductase with a predicted role in proline biosynthesis; regulated by
Gcen2p and Gendp

PRO3

Delta 1-pyrroline-5-carboxylate reductase; protein induced during the mating process; alkaline
upregulated; stationary phase enriched protein




PRT1

Putative translation initiation factor elF3; mutation confers hypersensitivity to roridin A, verrucarin A;
genes encoding ribosomal subunits, translation factors, tRNA synthetases are downregulated upon
phagocytosis by murine macrophages

PTP3

Protein not essential for viability; similar to S. cerevisiae Ptp3p, which is a protein tyrosine phosphatase;
hyphal induced; alkaline upregulated; regulated by Efglp, Raslp, cCAMP pathways

RAC1

G-protein of RAC subfamily; required for embedded filamentous growth, not for serum-induced hyphal
growth; dynamic localization at plasma membrane and nucleus; similar to, but not interchangeable with,
Cdc42p; lacks S. cerevisiae homolog

RAD23

Ortholog(s) have damaged DNA binding, peptide-N4-(N-acetyl-beta-glucosaminyl)asparagine amidase
activity, protein binding, bridging, ubiquitin binding activity

RDI1

Putative rho GDP dissociation inhibitor; transposon mutation affects filamentous growth; farnesol-,
filament-induced; regulated by Nrglp, Tuplp; protein levels decrease in stationary phase yeast cultures

RFA2

Putative DNA replication factor A; RNA abundance regulated by cell cycle, tyrosol and cell density

RGD1

GTPase activator protein; transcriptionally regulated by iron; expression greater in low iron; alkaline
upregulated; localized to the bud emergence area in G1 phase and in the bud tip during S and G2 phases

RHO3

Putative Rho family GTPase; possible substrate of protein farnesyltransferase and
geranylgeranyltransferase type I; greater transcription in hyphal form than yeast form; plasma
membrane-localized

RIA1

Putative translation elongation factor; genes encoding ribosomal subunits, translation factors, and tRNA
synthetases are downregulated upon phagocytosis by murine macrophage

RIB3

3,4-Dihydroxy-2-butanone 4-phosphate synthase; homodimeric enzyme of riboflavin biosynthesis;
converts ribulose 5-phosphate to L-3,4-dihydroxy-2-butanone 4-phosphate; transcription regulated on
yeast-hyphal switch, macrophage interaction

RPN1

Putative 19S regulatory particle of the 26S proteasome; regulated by Gen2p and Gendp

RPN2

Putative 26S proteasome subunit; transcription is regulated by Miglp; caspofungin repressed; regulated
by Gen2p and Gen4p; gene used for strain identification by multilocus sequence typing

RPN6

Putative 26S proteasome subunit; Hap43p-induced gene; regulated by Gen2p and Gendp
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RPN7

Subunit of the proteasome regulatory particle; regulated by Gen2p and Gendp; protein present in
exponential and stationary growth phase yeast cultures
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RPO21

Protein similar to S. cerevisiae Rpo21p, RNA polymerase Il; transposon mutation affects filamentous
growth

RPP1A

Conserved acidic ribosomal protein, likely involved in regulation of translation elongation; interacts with
Rpp2Bp; one of four similar C. albicans ribosomal proteins (Rpp1Ap, RpplBp, Rpp2Ap, Rpp2Bp); Hap43p-
induced

RPS23A

Putative ribosomal protein; genes encoding cytoplasmic ribosomal subunits, translation factors, and tRNA
synthetases are downregulated upon phagocytosis by murine macrophage

RPT1

Putative 26S proteasome regulatory subunit 7; Hap43p-repressed gene; regulated by Gen2p and Gendp;
overlaps orf19.442

RPT4

26S proteasome regulatory subunit; regulated by Gen2p and Gendp; protein level decreases in stationary
phase cultures




RPTS

26S proteasome regulatory subunit; transcription is regulated by Nrglp and Miglp; regulated by Gen2p
and Gendp; protein level decreases in stationary phase cultures

RTS1

Putative serine/threonine-protein phosphatase B-type regulatory subunit; transcription is regulated upon
yeast-hyphal switch

SAM4

Putative S-adenosylmethionine-homocysteine methyltransferase; Hap43p-repressed gene; alkaline
upregulated

SDH12

Succinate dehydrogenase; soluble protein in hyphae; macrophage-downregulated protein level;
downregulated by Efglp; repressed by nitric oxide; protein present in exponential and stationary growth
phase yeast cultures; Hap43p-repressed gene

SEC18

Functional homolog of S. cerevisiae Sec18p, which acts in protein transport; conserved ATP binding site;
not glycosylated

SEC23

Putative GTPase-activating protein; transcription is regulated upon yeast-hyphal switch

SEC24

Protein with a possible role in ER to Golgi transport; induced upon yeast-hyphal switch; sumoylation
target

SEC3

Predicted subunit of the exocyst complex, involved in exocytosis; required for hyphal growth after the
first septin ring formation; interacts with septins Cdc3p, Cdc10p, and Cdcl1p; localizes to a crescent on
the surface of the hyphal tip

SEC61

ER protein-translocation complex subunit; essential; similar to S. cerevisiae Sec61p; 10 transmembrane
regions predicted; chimeric mutant partially functionally complements S. cerevisiae sec61 defects

SHM1

Mitochondrial serine hydroxymethyltransferase; complements the glycine auxotrophy of an S. cerevisiae
shm1 null shm2 null glyl-1 triple mutant; protein present in exponential and stationary growth phase
yeast cultures

SIN3

Protein similar to S. cerevisiae Sin3p (transcriptional corepressor involved in histone deacetylase
recruitment); has paired amphipathic helix PAH1 domain; interacts with ScOpilp, not CaOpilp;
transposon mutation affects filamentous growth

SOu1

Enzyme involved in utilization of L-sorbose; has sorbitol dehydrogenase, fructose reductase, and sorbose
reductase activities; NAD-binding site motif; transcriptional regulation affected by chromosome 5 copy
number; Hap43p-induced gene

SPT5

Protein similar to S. cerevisiae Spt5p transcription elongation factor; transposon mutation affects
filamentous growth

Sui3

Putative translation initiation factor; genes encoding ribosomal subunits, translation factors, and tRNA
synthetases are downregulated upon phagocytosis by murine macrophage

SUP35

Translation factor eRF3; shows prion-like aggregation in some, not all, studies; partially complements S.
cerevisiae sup35 mutant translation defect; species barrier with S. cerevisiae Sup35p prion; gene not
regulated by yeast-hyphal switch

TAF14

Putative DNA-binding transcription factor; TFIIF subunit; macrophage-induced protein; possibly required
for yeast cell adherence to silicone substrate; mutant has pleiotrophic effects

TBP1

Transcription initiation factor; binds TATA box sequence, and binding does not require TFIIA; caspofungin
repressed; functional homolog of S. cerevisiae and human TATA-binding proteins




TCP1

Chaperonin-containing T-complex subunit, transcription induced by alpha pheromone in SpiderM
medium; stationary phase enriched protein

TFG1

Protein similar to S. cerevisiae Tfglp, which is part of transcription factor TFIIF; transposon mutation
affects filamentous growth; possibly an essential gene, disruptants not obtained by UAU1 method

THI13

Thiamin pyrimidine synthase, involved in synthesis of the thiamine precursor hydroxymethylpyrimidine
phosphate; single-turnover enzyme that provides histidine for HMP-P formation; induced by nitric oxide
independently of Yhblp

THS1

Putative threonyl-tRNA synthetase; transcription regulated by Miglp and Tuplp; downregulated upon
phagocytosis by murine macrophages; stationary phase enriched protein

TIF11

Translation initiation factor elF1a; possibly transcriptionally regulated upon hyphal formation; genes
encoding ribosomal subunits, translation factors, and tRNA synthetases are downregulated upon
phagocytosis by murine macrophage

TIF34

Putative translation initiation factor elF3, p39 subunit; mutation confers hypersensitivity to roridin A and
verrucarin A; ribosomal subunits, translation factors, tRNA synthetases are downregulated upon
phagocytosis by murine macrophages

TIF35

Putative translation initiation factor; genes encoding ribosomal subunits, translation factors, and tRNA
synthetases are downregulated upon phagocytosis by murine macrophage

TOM22

Putative mitochondrial import receptor subunit; shows colony morphology-related gene regulation by
Ssn6p

TRP2

Putative anthranilate synthase with a predicted role in tryptophan biosynthesis; regulated by Gen2p and
Gendp

TRP3

Putative bifunctional enzyme with predicted indole-3-glycerol-phosphate synthase and anthranilate
synthase activities; regulated by Gen2p and Gendp

TUF1

Translation elongation factor TU; macrophage/pseudohyphal-induced; genes encoding ribosomal
subunits, translation factors, tRNA synthetases are downregulated upon phagocytosis by murine
macrophage; levels decrease in stationary phase cells

URA7

CTP synthase 1; flucytosine induced; protein present in exponential and stationary growth phase yeast
cultures

USO6

Putative vesicular transport protein; transcription is induced upon filamentous growth

VAS1

Putative tRNA-Val synthetase; genes encoding ribosomal subunits, translation factors, and tRNA
synthetases are downregulated upon phagocytosis by murine macrophage
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VPS2

Ortholog(s) have role in intralumenal vesicle formation, protein retention in Golgi apparatus, protein
targeting to vacuole involved in ubiquitin-dependent protein catabolic process via the multivesicular body
sorting pathway

WRS1

Putative tRNA-Trp synthetase; genes encoding ribosomal subunits, translation factors, tRNA synthetases
are downregulated upon phagocytosis by murine macrophages

YML6

Putative mitochondrial ribosomal protein; induced upon adherence to polystyrene

GIN1

Protein involved in regulation of DNA-damage-induced filamentous growth; putative component of DNA
replication checkpoint; ortholog of S. cerevisiae Mrclp, an S-phase checkpoint protein; Hap43p-induced
gene




GLK4

Putative glucokinase; decreased expression in hyphae compared to yeast-form cells

orf19.5885

Putative U3 snoRNP protein; flucytosine induced
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orf19.775

Ortholog of C. parapsilosis CDC317 : CPAR2_105460
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