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I. INTRODUCCION

1. SITUACION ACTUAL DE LAS INFECCIONES FUNGICAS

Las infecciones producidas por hongos han sufrido un incremento importante
durante las dos tltimas décadas, como resultado de una mayor aplicacién de las practicas
médicas de cardcter invasivo, y al aumento de la poblacion que padece alteraciones en el
sistema inmunitario (Fridkin y Jarvis, 1996). La etiologia de las infecciones fingicas,
especialmente las de caracter invasivo, también se ha visto modificada, identificandose
algunos hongos que tradicionalmente habian sido considerados no patdégenos, como son
Candida tropicalis, Candida parapsilosis y Fusarium spp (Fridkin y Jarvis, 1996; Perfect y
Schell, 1996) como agentes etiolégicos de este tipo de infecciones.

La diversidad actual de estas infecciones, junto con las caracteristicas de
inmunodepresion que poseen la mayoria de los pacientes infectados, ha puesto de
manifiesto la limitacién de los farmacos antifungicos actualmente disponibles para el
tratamiento de estas infecciones (Hay, 1993). Numerosas cepas de diversas especies
fingicas resistentes a las drogas, bien con resistencias intrinsecas, o bien adquiridas como
consecuencia de tratamientos largos con la droga, son cada vez mas frecuentes entre los
pacientes inmunodeprimidos infectados (Klebser e al., 1997). Por otro lado, las frecuentes
recaidas que sufren este tipo de pacientes tras el tratamiento con agentes fungiestaticos que
detienen el crecimiento del hongo, ha mostrado la necesidad de utilizar en situaciones de
inmunodepresién, farmacos fungicidas, que eliminen la presencia del hongo (Meunier,
1995; Graybill, 1996).

A pesar de los recientes avances en la terapéutica antifungica, mediante el
desarrollo de nuevos farmacos de mayor actividad y menor toxicidad que los disponibles
hasta hace dos décadas, todavia no se poseen los farmacos suficientes para el tratamiento
efectivo de un grupo cada vez mas numeroso de pacienies inmunodeprimidos, cuyo
crecimiento sigue previsto para las proximas décadas (Graybill, 1996).

1.1. Grupos de riesgo

Cualquier individuo sano es susceptible de suftir una infeccién por hongos. Sin
embargo, existen una serie de factores, que predisponen a una parte de la poblacién a
padecer un determinado tipo de infecciones, como son las de caracter invasivo.

La mayoria de los individuos que padecen infecciones invasivas por hongos,
particularmente por las especies consideradas como no patogenas y por las especies
oportunistas, pertenecen a dos poblaciones de riesgo: (i) individuos sometidos a précticas
médicas de caracter invasivo, y (ii) individuos con defensas inmunitarias disminuidas
frente a los agentes patégenos, es decir individuos inmunodeprimidos. Entre las practicas
médicas de carcter invasivo, destacan como mas frecuentes la implantacion de protesis
valvulares o de catéteres venosos, que facilitan la entrada del hongo en el torrente
sanguineo. Por otro lado, dependiendo de la naturaleza de la inmunodepresion, se pueden
diferenciar varios grupos de pacientes especialmente susceptibles de padecer infecciones
fingicas, como son los infectados por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), los



Introduccién

que presentan patologias sanguineas como la granulocitopenia, los transplantados, los
sometidos a quimioterapia citotoxica, los quemados, los recién nacidos, y las embarazadas.
El grupo mayoritario esta constituido por los individuos infectados por el VIH, en el que
algunas infecciones fiingicas como las candidiasis orofaringeas, llegan a afectar a la mitad
de los pacientes infectados (Walsh y Butler, 1990). En general, el tratamiento de estos
pacientes con los farmacos disponibles no es efectiva, y se producen frecuentes recaidas
tras su finalizacion.

1.2. Patogenos y patologias mas frecuentes

Las infecciones originadas por hongos son muy variadas, tanto por la localizacion
de la infeccién, como por el tipo de patologia que producen (Mandel et al., 1991).

Las infecciones fungicas mas frecuentes, son las micosis superficiales, es decir,
aquellas que afectan a la piel y a las membranas mucosas. Son infecciones provocadas por
levaduras del género Candida, y por dermatofitos como Trichophyton, Microsporum y
Epidermophyton. Las mas frecuentes son las candidiasis orofaringeas que afectan a
pacientes con SIDA, y las candidiasis vaginales y las tifias, que también pueden afectar a
individuos sin alteraciones en el sistema inmunitario.

Las micosis subcutdneas suelen ser poco frecuentes, aunque en determinadas zonas
del trépico constituyen infecciones endémicas. Los hongos atraviesan las barreras
protectoras del individuo, piel y mucosas, asociados a procesos traumaticos, y sobreviven
en el tejido subcutdneo causando una patologifa. Las infecciones subcutdneas mejor
conocidas son la esporotricosis, originada por Sporothrix schenckii, la cromoblastomicosis,
originadas por diversos hongos como Fonsecaea pedrosoi, Phialophora verrucosa y
Cladosporium carrionii, y los micetomas, que ademas de ser causados por hongos
filamentosos, como Pseudoallescheria boydii y Aspergillus nidulans, también pueden ser
originadas por actinomicetos.

Las micosis invasivas (tabla 1), han sufrido un incremento importante durante las
dos ultimas décadas, como consecuencia directa del aumento de la poblacion
inmunodeprimida (Herbrecht, 1996). Se pueden clasificar en dos grupos segin la
naturaleza del agente infeccioso (Pfaller y Wenzel, 1992; Walsh et al.,1996). El primer
grupo lo constituyen las infecciones oportunistas, en las que el agente patégeno sélo se
comporta como tal en determinadas ocasiones, dependiendo de las caracteristicas del
individuo al que infecta. Los pacientes afectados por este tipo de patogenos, suelen ser
personas con alteraciones en el sistema inmunolégico, y presentan diversas
manifestaciones clinicas dependiendo de la ruta de entrada del hongo. En general, los
hongos oportunistas penetran via respiratoria, y desde el pulmoén se diseminan a otras
localizaciones como el cerebro y el rifion. El segundo grupo de micosis invasivas estd
constituido por las infecciones respiratorias endémicas, originadas por hongos de regiones
geograficas determinadas. Suelen ser infecciones localizadas en el pulmén, que rara vez se
diseminan a otros lugares del organismo en los individuos con un sistema inmunolégico no
alterado. En el caso de los pacientes inmunodeprimidos, la posibilidad de desarrollar
infecciones invasivas es elevada, y el tratamiento de éstas es dificil, siendo necesario
recurrir, en muchas ocasiones, a la eliminaciéon quirargica del tejido infectado y al
tratamiento de las alteraciones inmunitarias. La dificultad del tratamiento reside en la
escasez de antifingicos disponibles capaces de alcanzar los tejidos infectados y de
provocar la eliminacidén del hongo, sin originar efectos secundarios importantes en el
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paciente. La mayoria de los antifiingicos actian como fungiestaticos y no provocan la
climinacién total del hongo en los pacientes inmunodeprimidos, por lo que son frecuentes
las recaidas una vez finalizado el tratamiento. Ademas, la elevada duracion de la terapia
antifiingica en infecciones invasivas, favorece el incremento de la resistencia de las cepas
patégenas a los compuestos utilizados (Walsh et al., 1996).

Tabla 1: Agentes patgenos y oportunistas mas frecuentes responsables de las
infecciones fliingicas invasivas *

AGENTE LOCALIZACION |FOCOS DE FACTORES DE PROBLEMAS TERAPIA
ETIOLOGICO NATURALDEL | INFECCION RIESGO TERAPEUTICOS | RECOMENDADA
AGENTE
HONGOS
OPORTUNISTAS
Levaduras
oportunistas
C.albicans Flora del tracto Orofaringe, Terapias con Resistencias Imidazoles,
C. tropicalis digestivo esofago, vagina, | citotéxicos y adquiridas e anfotericina B,
C. parapsilosis rifién, higado, corticosteroides. | intrinsecas a los | flucitosina
C. krusei bazo, corazén, | Infeccidn por antifiingicos
C. lusitaniae ojos, piel, SNC, | VIH disponibles
C. guilliermondi sangre
Criptococcus Frutas, verduras, | Tractio Infeccién por Recaidas tras la | Anfotericina B,
neoformans excrementos de respiratorio VIH y neoplasias | finalizacién del | flucitosina,
palomas inferior, sistema tratamiento fluconazol,
nervioso, y itraconazol
i diseminado ]
Trichosporon Tierras, plantas en | Sangre, rifion, | Tratamientos con | Resistencia a Imidazoles
beigelii descomposicion | pulmoén, ojos, corticosteroides y | anfotericina B.
piel neutropenia Elevada
mortalidad en
inmunodeprimi-
dos
Hongos
filamentosos
oportunistas
Aspergillus Aire y tierra Pulmén y Tratamientos con | Los antifingicos | Anfotericina B,
Jumigatus cerebro corticosteroides y | no alcanzan los | itraconazol
Aspergillus granulocitopenia | tejidos infectados
Slavus
Zygomicetes: Tierra, polvo Pulmén, senos | Tratamientos con | Resistencias a los | Anfotericina B y
Rhizopus spp., nasales y SNC | corticosteroides y | antifiingicos cirugia
Mucor spp., granulocitopenia
Absidia spp.
Pseudoallescheri | Tierra Pulmén y SNC | Granulocitopenia | Resistencias a los | Cirugia para
a boydii antifingicos eliminar tejidos
infectados
Fusarium spp. Tierra Pulmén y piel Granulocitopenia | Resistencias a los | Imidazoles,
y traumatismnos | antifiingicos anfotericina B
Hongos Plantas en Pulmén, SNC, | Inmunodepresion | Respuestas Anfotericina B,
dematiaceos: descomposicion, | piel y mucosas variadas a los azoles y cirugia
Alternaria, aire farmacos.
Bipolaris, Elevada
Cladosporium mortalidad
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{continuacion de la tabla 1)

HONGOS QUE
ORIGINAN
MICOSIS
ENDEMICAS
Histoplasma Tierra y Pulmén y Inmunodepre- Frecuentes recaidas | [traconazol,
capsulatum excrementos de | diseminada en sién e infeccion ketoconazol
péjaros mucosa oral y por VIH anfotericina B
SNC
Coccidioides immitis | Tierra en el Pulmén y Inmunodepre- Resistencias a Imidazoles,
suroeste de diseminada en 5i6n, infeccion imidazoles. Elevada | anfotericina B
EEUU, América |piel y meninges por VIH, mortalidad y
Central v del Sur algunos grupos | recaidas en
raciales enfermos VIH+
infectados
Blastomyces Tierra Pulmén, piel y Inmunodepre- Frecuentes Itraconazol,
dermatitidis enriquecida con | huesos s5i6n resistencias a ketoconazol
excrementos de antifungicos anfotericina B
animales ]
Paracoccidioides Tierra de Pulmoén y Inmunodepre- Tratamientos largos | Itraconazol,
brasiliensis Sudamérica y cutdneomucosa sién para evitar recidivas | ketoconazol
América Central | diseminada anfotericina B
Penicillium Tierras del Diseminada Inmunodepre- Frecuentes recaidas | Itraconazol
marneffei sudeste de Asia sion, infeccién anfotericina B
por VIH

*Los datos de esta tabla han sido tomados de Walsh, 1992; Fridkin y Jarvis, 1996;
Reynolds, 1996; Consejo General de Colegios Oficiales de Farmacéuticos, 1997.

1.3. Un problema en expansion

Durante las dos ultimas décadas, se ha producido un elevado incremento de las
infecciones fiingicas originadas por hongos oportunistas y de las de caracter endémico.

Los hongos oportunistas infectan mayoritariamente a un grupo de poblacién

inmunodeprimida, y tienen por tanto, especial relevancia en las infecciones que padecen los
pacientes hospitalizados, que son denominadas infecciones nosocomiales (Fridkin y Jarvis,
1996). Los datos recogidos en un estudio realizado en hospitales de EEUU durante el
pertodo 1980 a 1990, mostraron el aumente de los pacientes hospitalizados infectados por
hongos, que ascendieron de 2 a 3,8 casos por 1000 pacientes estudiados (Beck-Sagué et al.,
1993). Los patégenos mas frecuentemente aislados fueron C. albicans y otras especies de
Candida, cuya incidencia presenté un ascenso proporcionalmente superior al del resto de
los hongos patogenos, de modo que Candida albicans supone actualmente entre el 52 y
63% de todas las infecciones fungicas nosocomiales (Klepser ef al., 1997). Ademas del
incremento de las infecciones producidas por las diferentes especies de Candida, también
son cada vez mds frecuentes las provocadas por los hongos oportunistas Torulopsis
glabrata y Aspergillus spp (Beck-Sagué er al., 1993). Asimismo, se han identificado como
agentes etiologicos de infecciones en pacientes inmunodeprimidos, algunos hongos que
habian sido considerados tradicionalmente no patdgenos, como algunas especies de
Candida y de Fusarium (Fridkin y Jarvis, 1996; Perfect y Schell, 1996).

De manera similar han aumentado las infecciones fiingicas por hongos oportunistas
en pacientes no hospitalizados, denominadas infecciones comunitarias, especialmente en la
poblacién infectada por-el VIH. Los datos recogidos en Espafia durante el periodo 1990-
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1994 por el estudio EPINE (Sociedad Espafiola de Higiene y Medicina Preventiva
Hospitalarias y Grupo de Trabajo Epincat, 1995), han revelado un incremento desde el 4%
del total de infecciones declaradas en los afios anteriores a 1992, hasta el 7,9% en 1994.
Los hongos patogenos mas frecuentes en estos pacientes han sido C. albicans y otras
especies de Candida.

Las infecciones provocadas por los hongos de regiones endémicas como H
capsulatum, C. immitis y B. dermatidis, también se han incrementado como consecuencia
del aumento de la poblacién infectada por el VIH y del turismo en las regiones endémicas.
Estudios recientes han identificado infecciones provocadas por H. capsulatum 'y C. immitis
en el 50 y 25% respectivamente, de los pacientes con SIDA que habitan en las regiones
endémicas (Ampel, 1996).

2. ANTIFUNGICOS DE USO CLINICO ACTUAL

El tratamiento de las infecciones fiingicas, ha evolucionado mucho més lentamente
que la terapéutica antibacteriana, debido a dos razones fundamentales. Por un lado, los
hongos son células eucarioticas, al igual que las células de mamiferos, y comparten con
ellas procesos que se han mantenido muy conservados a lo largo de la evolucion. Esta
similitud ha dificultado la identificacion de compuestos capaces de actuar selectivamente
sobre las enzimas fiingicas, sin provocar efectos toxicos sobre las de mamiferos. Por otro
lado, la escasa incidencia de infecciones fungicas, que hasta hace dos décadas se ha
mantenido constante, ha propiciado que las industrias farmacéuticas no dedicaran una
inversion fuerte al desarrollo de nuevas sustancias antifiingicas.

Actualmente, el incremento de las infecciones provocadas por hongos (Frikdin y
Jarvis, 1996), junto con la aparicién de resistencias a algunos de los antifingicos mas
utilizados (Odds, 1993 y 1996), ha impulsado el interés por la busqueda de nuevas
sustancias que cubran las necesidades terapéuticas actuales. Como consecuencia, se han
identificado nuevas moléculas activas, y se han mejorado las caracteristicas de las ya
conocidas, comercializandose algunas de ellas. Estos nuevos farmacos han conseguido
mejorar ¢l tratamiento de las infecciones fingicas superficiales, pero siguen resultando
insuficientes para el tratamiento de las infecciones sistémicas, ya que ademas de ser
escasos (tabla 1), posecen limitaciones en cuanto a su espectro de accién, potencia,
seguridad y propiedades farmacocinéticas, por lo que se hace necesaria la obtencién de
nuevos farmacos antifungicos (Hay, 1993; Graybill, 1996).

Los principales compuestos con actividad antifiingica, disponibles en el mercade
para el tratamiento clinico de infecciones por hongos, actiian a dos niveles fundamentales
(figura 1): (i) a nivel de la membrana plasmética, provocando alteraciones bien por
interaccién directa con ella, como es el caso de los compuestos poliénicos, o bien mediante
la inhibicién de la biosintesis del ergosterol, como los derivados azoélicos, las alilaminas,
los tiocarbamatos, y las morfolinas, y (ii) a nivel de la biosintesis de los 4cidos nucleicos,
como las fluoropirimidinas. También, se dispone de otras sustancias antifungicas que
actiian a diferentes niveles metabolicos (figura 1), y que poseen aplicacién clinica en
determinadas situaciones, como es la griseofulvina que actia como inhibidor de los
procesos de agregacion de microtibulos (Georgopapadakou y Walsh, 1996)
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Figura 1: Lugares de accion de los antifiingicos comercializados.

2.1. Antifungicos poliénicos

Los antibiéticos poliénicos, son moléculas producidas por diferentes especies de
Streptomyces. Poseen actividad fungiestatica o fungicida dependiendo de la concentracion
utilizada y de la sensibilidad del organismo implicado. Su espectro de accion es el mayor
de todos los antifiingicos disponibles en la actualidad (Brajtburg ef al., 1990; Gallis ef al.,
1990). Se muestran activos frente a patogenos frecuentes, como son diversas especies de
Candida, C. neoformans, A. fumigatus, H. capsulatum, y P. brasiliensis. Sin embargo, los
dermatofitos y los hongos dematiaceos son considerados resistentes.

La anfotericina B (figura 2), es uno de los fArmacos mas utilizados en la actualidad
para ¢l tratamiento de infecciones fingicas sistémicas. Es capaz de interaccionar con los
esteroles de las membranas plasmédticas de los hongos y de los mamiferos. Su relativa
especificidad hacia las células fungicas, viene determinada por su mayor afinidad hacia el
ergosterol, esterol mayoritario de la membrana plasmatica de muchos hongos, que por su
homologo en mamiferos, el colesterol. La anfotericina B, se une a estos componentes
estructurales de la membrana plasmatica originando desorganizaciones, posiblemente
mediante la formacién de poros hidrofilicos o canales, constituidos por pequefios
agregados de la anfotericina B y el esterol (Urbina et al., 1987). Como consecuencia, se
producen alteraciones en la permeabilidad para los protones, salida de los iones potasio
intracelulares, y la muerte celular. Recientemente, también se le ha atribuido lesiones
oxidativas en la membrana plasmatica, o cual podria contribuir a su actividad fungicida
(Brajtburg er al., 1990).
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Su utilizacién clinica esta limitada por los efectos secundarios que origina en los
pacientes tratados. Es frecuente una toxicidad a nivel renal, que se incrementa cuando se
utiliza junto a otros agentes potencialmente nefrotéxicos, como son los antibidticos
aminoglicésidos o las ciclosporinas, y en pacientes con alteraciones renales de base. Para
evitar los efectos secundarios, se han intentado realizar modificaciones estructurales de su
molécula, pero han resultado infructuosas. Sin embargo, las nuevas formulaciones
farmacéuticas en las que la droga se suministra en el interior de liposomas (Adler-Moore y
Proffitt, 1993), han dado buenos resultados clinicos, permitiendo la administracién de dosis
superiores del antifingico, con menores efectos téxicos renales.

Figura 2: Estructura quimica de la anfotericina B

La nistatina (figura 3) es una molécula estructuralmente similar a la anfotericina B,
que actia como fungiestatico sobre hongos dermatofitos y levaduras, aunque su accion
sobre los primeros es moderada. En la actualidad solamente se dispone de formulaciones
de aplicacion topica, aunque la nistatina liposomal esta en avanzado proceso de desarrollo
(Walsh et al,1996).

Figura 3: Estructura quimica de la nistatina

2.2. Derivados azdlicos

Son compuestos sintéticos que han sufrido un desarrollo importante en los dltimos
afios (Fomtling, 1988). Poseen en su estructura quimica un anillo azélico, que puede tener
dos nitrogenos, en el caso de los imidazoles, como el miconazol y el ketoconazol, o tres
nitrégenos, en el caso de los triazoles, como fluconazol e itraconazol (figura 4). Actuan
mayoritariamente como fungiestiticos sobre un amplio grupo de hongos tanto
levaduriformes como filamentosos. En los ensayos realizados in vivo se muestran activos
frente a la mayoria de los hongos causantes de infecciones sistémicas, como son C.
“neoformans, C. albicans, C. immitis, H. capsulatum, B. dermatidis, P. brasiliensis y S.
schenckii. Son menos activos frente a algunas levaduras como C. krusei y Torulopsis
glabrata (Polak, 1990; Georgopapadakou y Walsh, 1996).
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Figura 4. Estructura quimica de algunos antifiingicos azélicos.

Los derivados azdlicos interfieren la biosintesis del ergosterol, mediante la
inhibicién de la enzima 14a-lanosterol desmetilasa dependiente del citocromo P-450, que
realiza la desmetilacion del lanosterol (Polak, 1990) (figura 5). La mayor afinidad de estos
compuestos por la enzima de los hongos que por la de mamiferos, les confiere cierta
selectividad antifiingica. El bloqueo de la desmetilacion del lanosterol, origina una
acumulacion de este compuesto y una disminucién de los niveles normales de ergosterol de
la membrana plasmatica. Como consecuencia, se produce una modificacion de las
propiedades fisico-quimicas de la membrana, y se altera la funcionalidad de algunas de las
proteinas asociadas a ella, como son las implicadas en el transporte o aquellas que
participan en la sintesis de quitina (Vanden Bossche, 1985). Ademas, también se modifican
otras funciones regulatorias propias del ergosterol, provocando alteraciones en el
crecimiento y en la proliferacion celular (Parks er al., 1992). También se han observado
cambios celulares a nivel mitocondrial en hongos tratados con este tipo de antifiingicos, ya
que el ergosterol es un componente muy abundante de la membrana mitocondrial interna
(Vanden Bossche, 1985).

Los derivados imidazélicos, como bifonazol, clotrimazol, econazol, flutrimazol,
miconazol, omoconazol, oxiconazol, sertaconazol y tioconazol, pueden interaccionar con la
membrana plasmatica y dafarla directamente, ademés de interferir con el proceso
biosintetico del ergosterol (Fromtling, 1988). Son fungicidas a elevadas concentraciones y
toxicos para el huésped, por lo que se suelen utilizar a nivel tépico a excepcién del
ketoconazol.
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Los dertvados triazélicos, ademds de presentar actividad antifingica frente a la
mayoria de los hongos patdgenos, poseen unas buenas caracteristicas farmacocinéticas y
una baja toxicidad, que les permiten ser utilizados actualmente como tratamiento de
eleccion en las micosis sistémicas en pacientes inmunocompetentes. Entre ellos destaca el
fluconazol, que puede ser administrado via oral y via intravenosa, y el itraconazol, que
presenta en los ensayos in vitro, una mayor actividad sobre Aspergillus, aunque su baja
solubilidad en agua impide su administracién intravenosa y dificulta su absorcién oral
(Richardson, 1993). A pesar de que su actividad fungiestitica sobre los hongos podria
limitar su utilidad en pacientes con sistema inmunoldgico deprimido, los resultados
experimentales han demostrado, que se muestran efectivos en el tratamiento de las micosis
sistémicas en este tipo de pacientes, por lo que su utilizacion es cada vez mas frecuente
(Ampel, 1996).

Los derivados azdlicos, no producen gran toxicidad, pero si se han detectado
efectos secundarios sobre el sistema endocrino, como consecuencia de la inhibicion de
otras enzimas dependientes del citocromo P-450 de mamiferos, que participan en la sintesis
de hormonas esteroides (Hanger ef al., 1988). Estos efectos, son més pronunciados con los
imidazoles que con los triazoles.

2.3. Alilaminas y Tiocarbamatos

Las alilaminas y los tiocarbamatos, son agentes antifiingicos sintéticos, con
accion fungicida sobre la mayoria de los hongos patégenos, y especialmente activos frente
a los hongos dermatofitos (Petranyi et al., 1987). Su actividad sobre hongos levaduriformes
es inferior, especialmente frente a C. albicans, sobre la que tiene actividad fungiestatica.
En la actualidad se dispone de dos antifungicos de tipo alilaminas: la naftifina, de
aplicacion tépica, y la terbinafina, de administracion oral y topica (Ryder, 1988), y de un
antifiingico de tipo tiocarbamato, el tolnaftato, también de uso topico (figura 6)
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Figura 6: Estructura quimica de alilaminas y tiocarbamatos de uso clinico

Los tres compuestos actian como inhibidores reversibles no competitivos de la
escualeno epoxidasa, enzima independiente del citocromo P-450, que participa en la
biosintesis del ergosterol en los hongos, y del colesterol, en los mamiferos, (figura 5). La
afinidad de estos compuestos por la enzima fiingica es superior a la mostrada por su
homdloga en mamiferos, por lo que presentan una actividad selectiva sobre los hongos. La
carencia de ergosterol y la acumulacién de escualeno, provocan modificaciones en la
estructura celular, como un engrosamiento de la pared celular, y alteraciones en la
membrana plasmatica, asi como en la funcionalidad de las proteinas asociadas a ella. La
toxicidad de estos compuestos es inferior a la de los derivados azolicos, pero su pobre
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farmacocinética hace que puedan ser utilizados solamente contra los dermatofitos, a pesar
de que las alilaminas tienen una amplia actividad antifingica in vitro (Ryder, 1988).

2.4. Morfolinas

Las morfolinas son compuestos sintéticos, que presentan actividad fungiestatica y
fungicida sobre hongos dermatofitos, dimorficos, dematidceos y levaduriformes, mientras
que carecen de actividad frente a Aspergillus. El Gnico antifingico de este tipo disponible
para uso clinico es la amorolfina (figura 7), que actia como fungicida en el tratamiento
topico de infecciones en las ufias.
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Figura 7: Estructura quimica de la amorolfina

También interfieren a nivel de la biosintesis del ergosterol, inhibiendo la A esterol
reductasa y la AB-A7 esterol isomerasa (Baloch y Mercer, 1987) (figura 5), actuando como
andlogos de los intermediarios carbocatiénicos implicados en ambas reacciones. Como
resultado se produce, al menos en S. cerevisiae, 1a alteracién de la membrana plasmatica
como consecuencia de la acumulacién de intermediarios metabélicos y depésitos
anormales de quitina, probablemente como resultado de una alteracién en la actividad de
las enzimas implicadas en la biosintesis de quitina (Kerkenaar, 1987).

Los problemas de toxicidad que presenta, han impedido su utilizacién en
infecciones sistémicas.

2.5. Fluoropirimidinas

La 5-fliorcitosina (5-FC, o flucitosina) (figura 8), posee un espectro de accion
limitado frente a los hongos patégenos, por lo que suele usarse en combinacion con otras
moléculas de actividad antifingica reconocida. La asociacién con anfotericina B, permite
la obtencion de buenos resultados en el tratamiento de las meningitis originadas por C.
neoformans y en candidiasis diseminadas (Francis y Walsh, 1992). Solamente es usado
como agente antifingico tinico, en el tratamiento de micosis del tracto urinario, ya que los
niveles de 5-FC en esta localizacién son 100 veces superiores a los del suero.

NH;
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Figura 8: Estructura quimica de la 5-FC.

La 5-FC actua como anélogo'estrucmral de los metabolitos intermediarios de la
biosintesis de los acidos nucleicos. La 5-FC es conducida al interior de las células por una
citosina permeasa y es desaminada a 5-fluorouracilo (5-FU) mediante una citosina
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desaminasa. La baja actividad, o la ausencia de esta ultima enzima en las células de
mamiferos, determina la selectividad de esta molécula sobre los hongos, sin producir
efectos toxicos colaterales. El 5-FU puede seguir dos rutas metabolicas en el interior
celular: (i) ser convertido, tras varios intermediarios metabdlicos, en 5-fluorouridina
trifosfato y competir con la uridina trifosfato para incorporarse al RNA flngico, y (ii) ser
convertido a 5-fluoro-2-deoxiuridina monofosfato, que constituye un potente inhibidor de
la sintesis de DNA a nivel de la timidilato sintetasa (Polak, 1990).

Se ha detectado cierta toxicidad en los individuos tratados via oral, debido
probablemente, a la conversion del 5-FC a 5-FU por bacterias intestinales. Ademas esta
toxicidad se eleva considerablemente en presencia de una insuficiencia renal inducida por
anfotericina B (Georgopapadakou y Walsh, 1996).

2.6. Griseofulvina

La griseofulvina (figura 9) es una molécula producida por ciertas especies de
Penicillium, como el P. griseofulvum. A pesar de que numerosas especies fiingicas no
patogenas son sensibles a ella, solamente las infecciones originadas por dermatofitos,
responden a este antifungico de administracién oral.

HCO o ocH,

LX)
H;CO 0
cl

CH,
Figura 9: Estructura quimica de la griseofulvina

La griseofulvina interacciona con las -tubulinas de las células de los mamiferos y
de los hongos (Iwasaki, 1993), y origina una inhibicién de los procesos de agregacion de
los microtibulos. Las células quedan detenidas en metafase y son incapaces de completar
la mitosis. La mayor selectividad de esta droga frente a los hongos, viene determinada por
la diferente permeabilidad que muestran las células fingicas y de mamiferos frente a ella.
También existen diferencias en cuanto a la capacidad de penetrar al interior celular de
diferentes especies de hongos, resultando inactiva frente a patdgenos como C. albicans
(Polak, 1990).
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3. LIMITACIONES DE LA TERAPEUTICA ACTUAL: INCREMENTO DE LAS
RESISTENCIAS

El incremento de los hongos causantes de infecciones humanas, que presentan
resistencias a los antifiingicos actuales, ha sido corroborado a nivel internacional (Klepser
et al., 1997). La reciente aceptacion de unas normas generales para la realizacion de las
pruebas de sensibilidad in vitro frente a los farmacos disponibles (National Committee for
Clinical Laboratory Standards, 1992; Cormican y Pfaller, 1996), ha permitido comparar
los resultados obtenidos en diferentes laboratorios a nivel mundial, y obtener unos datos
precisos acerca de las resistencias actuales. Es interesante destacar el incremento de los
hongos que presentan resistencia adquirida a los antifingicos utilizados en tratamientos
prolongados. También son cada vez mas frecuentes, las infecciones producidas por cepas
con resistencia intrinseca a los farmacos disponibles (Rex et al., 1995; Klepser ef al.,
1997).

3.1. Resistencia a la anfotericina B

La identificacidn de cepas resistentes a anfotericina B, ha sido muy escasa durante
Jos treinta afios de su utilizacién en el tratamiento de infecciones fiingicas. En los ultimos
afios se han descrito algunas cepas resistentes de C. albicans a este antifingico (Klepser ef
al., 1997). La mayoria de estas cepas poseen alteraciones en la composicion de los lipidos
de membrana, como niveles muy bajos de ergosterol (Dick et al., 1980) y modificaciones
de los fosfolipidos. Otro mecanismo de resistencia descrito, consiste en una actividad
catalasa incrementada que disminuye la susceptibilidad celular al dafio oxidativo (Sokol-
Anderson ef al., 1988). Si bien la resistencia a anfotericina B es todavia escasa en C.
albicans, otras especies de Candida, como son C. tropicalis, C. parapsilosis, C.
guilliermondii y C. lusitanige, se comportan frecuentemente como resistentes,
especialmente las cepas aisladas de pacientes inmunodeprimidos y que han sido tratados
durante periodos largos con este antifingico (Drutz y Lehrer, 1978). Ademas, la resitencia
intrinseca a la anfotericina B, es comin en hongos de incidencia creciente como son C.
krusei, T. glabrata y diversas especies de Trichosporon 'y de Fusarium (Meunier, 1995).

3.2. Resistencia a los derivados azdélicos

La utilizacién frecuente de los derivados azdlicos en el tratamiento de infecciones
fangicas de carédcter sistémico, ha generado la aparicion de cepas resistentes a este tipo
compuestos. Asi, se han aislado cepas de Candida resistentes a ketoconazol, en pacientes
infectados que habian sido tratados durante varios meses con la droga (Odds, 1993;
Vanden Bossche ef al, 1994). La resistencia a fluconazol, ha sido demostrada en
aislamientos de C. albicans, procedentes de enfermos con SIDA y candidiasis orofaringea
(Dupont, 1993), y en otras especies de Candida y C. neoformans. La falta de experiencia
clinica en la utilizacién del itraconazol, no ha permitido establecer, hasta el momento, la
frecuencia de la aparicion de cepas resistentes en los pacientes tratados con este
antifingico.

Los estudios moleculares orientados al conocimiento de los mecanismos de
resistencia a los azoles, han identificado tres mecanismos diferentes:
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(1) Disminucion de la concentracion intracelular de antifingico, como consecuencia
de una menor entrada del antifiingico al interior celular, o debido a un incremento de su
transporte hacia el exterior. Estudios recientes apoyan al altimo mecanismo como la
principal causa de la disminucion de la concentracion intracelular de la droga (Parkinson et
al., 1995).

(i) Superproduccién de las enzimas dependientes del citocromo P-450,
posiblemente por amplificacion génica (Vanden Bossche ef al., 1994). El incremento de las
moléculas que constituyen las dianas antifiingicas, requiere la presencia de una mayor
cantidad de la droga para la produccion de los mismos efectos inhibitorios.

(iit} Alteraciones estructurales de la diana, de manera que disminuye su interaccion
con el antifangico (Vanden Bossche et al., 1994).

Ademas, algunos hongos de incidencia creciente, como C. krusei, Aspergillus y
Fusarium, presentan una resistencia intrinseca a derivados azélicos, como el fluconazol.

3.3. Resistencias a la 5-FC

El uso de la 5-FC como agente unico ha generado con elevada frecuencia, la
aparicién de cepas resistentes a este antifingico. La resistencia estd determinada por la
mutacién en cualquiera de las enzimas necesarias para la accién de la 5-FC,
particularmente la uracil fosforribosiltransferasa (Fasoli y Kerridge, 1988). Por este
motivo, debe asociarse a la anfotericina B para su utilizacion clinica.

3.4. Resistencias a la griseofulvina

Se han descrito cepas resistentes a la griseofulvina, que poseen alteraciones en los
mecanismos de transporte del antifingico al interior celular. En estos casos la
concentracion intracelular del compuesto resulta insuficiente para conseguir su accidn
antifingica (Polak, 1990).

4. NUEVAS PERSPECTIVAS EN EL TRATAMIENTO DE LAS INFECCIONES
FUNGICAS

El incremento de las especies resistentes a los antifiingicos actualmente disponibles,
asi como el aumento de las infecciones fiingicas producidas por hongos, cuyo poder
patdgeno era desconocido anteriormente, ha puesto de manifiesto la limitacion del arsenal
antifingico actual (Graybill, 1996). Ademads, la aparicién de una poblacién cada vez mas
numerosa de pacientes con alteraciones en el sistema inmunitario, que obliga a la
utilizacion prioritaria de sustancias fungicidas frente a las fungiestaticas (Meunier, 1995;
Graybill, 1996), junto con los problemas farmacocinéticos y de toxicidad de los
antifiingicos comercializados que limitan su uso clinico, han motivado la investigacion y
desarrollo de nuevas alternativas para el tratamiento de estas infecciones (Graybill, 1996):
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- Descubrimiento de nuevos antifungicos.
- Modificaciéon y mejora de los antifingicos conocidos.
- Terapia combinada.

- Inmunomodulacion.

4.1. Descubrimiento de nuevos antifiingicos

Durante los dltimos afios, se ha producido un incremento importante de los
farmacos antifungicos disponibles, debido al creciente interés mostrado por la industria
farmacéutica en combatir las infecciones fungicas. Las aproximaciones adoptadas para el
descubrimiento de nuevos antifingicos difieren de las utilizadas hace unos afios, como
consecuencia del mayor conocimiento a nivel genético y molecular de los hongos, y de la
automatizacion de todos los procesos realizados. En la actualidad, se tiende a realizar un
disefio racional de la droga, buscando compuestos que actien sobre una enzima flngica
previamente seleccionada y que cumplan la mayoria de unos requisitos deseables que se
indican a continuacion (Marriot, 1990):

- Selectividad sobre la diana fingica

- Amplio espectro de acci6n, que incluya hongos levaduriformes, filamentosos,
oportunistas y endémicos

- Accion fungicida

- Ausencia de toxicidad en el huésped

- Elevado tiempo de vida media en el plasma

- Escasa union a proteinas plasmaticas

- Buena distribucién por todos los tejidos del organismo y en el liquido
cefalorraquideo

- Disponible en formulaciones orales y parenterales
- Ausencia de interacciones con el metabolismo de otros fAirmacos

El proceso de descubrimiento de nuevos antifiingicos es largo, complejo y caro, y
requiere normalmente més de diez afios para que un compuesto, considerado de interés por
su actividad especifica sobre una enzima fingica, pueda estar disponible en ¢! mercado.
Este proceso es comentado con detalle mas adelante en este trabajo.

4.2, Modificacién y mejora de los antifiingicos conocidos

La mayoria de los antifingicos disponibles en la actualidad, presenta alguna
caracteristica que dificulta su uso en pacientes con infecciones fungicas. Las
modificaciones estructurales de sus moléculas, asi como posibles cambios en la
formulacién de los principios activos, podrian mejorar las propiedades de los compuestos
con poder antifingico reconocido, pero cuyas propiedades farmacocinéticas y de toxicidad
limitan su utilizacién terapéutica (Marriot, 1990). Ademas, su espectro de accién podria ser
ampliado, de manera que resultaran activos frente a la mayoria de los patogenos actuales
(Boyle, 1990).
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La modificacion estructural de aquellos que presenten problemas farmacocinéticos,
como escasa absorcion o elevada degradacién metabélica, podria generar compuestos de
igual o mayor actividad, pero con unas caracteristicas que mejoraran su potencial
terapéutico. Los nuevos imidazoles, como fluconazol e itraconazol, son un ejemplo claro
de la mejora conseguida mediante la adicién de nuevos radicales a la estructura basica de
los imidazoles primitivos, de actividad muy limitada (Tarbit, 1990). Por otro lado, los
problemas de toxicidad, mostrados por la anfotericina B, junto a su escasa absorcion via
oral, han dado lugar a frecuentes fracasos terapéuticos, a pesar de presentar actividad in
vitro sobre la mayoria de los hongos patégenos. Sin embargo, a pesar de que las
modificaciones realizadas en la estructura de la anfotericina B no han conseguido mejorar
estas caracteristicas, el desarrollo de formulaciones farmacéuticas en las que la droga se
administra en el interior de liposomas (Adler-Moore y Proffitt, 1993), han permitido
administrar dosis superiores de anfotericina B, sin provocar efectos toxicos importantes.

4.3. Terapia combinada

Algunos firmacos antifingicos son capaces de potenciar su actividad cuando son
utilizados de manera combinada. La utilizacién conjunta de diferentes antifingicos que
actuen sobre diferentes dianas, podria aumentar la potencia de cada uno de ellos, de manera
que resultaran activos sobre la mayoria de los agentes patégenos. Al mismo tiempo se
dificultaria la aparicién de cepas resistentes. Diferentes combinaciones de los antifiingicos
disponibles en la actualidad han sido evaluados in vitro e in vivo, y se han identificado
algunas combinaciones de farmacos, que presentan un aumento en el espectro de accién
sobre los patogenos fiingicos, y una mejora en la evolucién de los pacientes tratados con
este tipo de terapia, en comparacion con la terapia tGnica. Estas combinaciones incluyen: (i)
la utilizacién de compuestos que afectan a diferentes estructuras celulares, (ii) compuestos
que actuan sobre la misma estructura celular, como es la membrana plasmatica.

(1) El uso de una terapia combinada, ha quedado establecida para el tratamiento de
algunas infecciones como la meningitis criptocécica, mediante la combinacién de
anfotericina B y 5-FC, comentado con anterioridad en este trabajo. Sin embargo la
nefrotoxicidad de la anfotericina B, origina una acumulacién de 5-FC que origina efectos
secundarios en el paciente, por lo que se han buscado nuevas combinaciones, como 5-FC y
fluconazol, cuya utilizacién conjunta incrementa la actividad que poseen cada uno por
separado frente a diversos aislamientos de C. neoformans in vitro (Nguyen et al., 1995).
Los regimenes orales de esta combinacién, han mostrado los mismos efectos aditivos en
modelos animales, sin embargo, en los estudios humanos con pacientes con meningitis
criptocdcica e infecciones por C. albicans y C. tropicalis, los tesultados han sido
contradictorios (Graybill, 1996). Por otro lado, la efectividad del uso conjunto de triazoles
y compuestos que inhiben la biosintesis de la pared celular, como son papulacandina B y
nikkomicinas, ha quedado demostrada in vitro, aunque su eficacia en el tratamiento de
infecciones flngicas en humanos, todavia no est4 claramente definida (Sugar et al., 1995).

(ii)) La combinacién de fluconazol y anfotericina B, ha mostrado una mayor
efectividad en el tratamiento de infecciones sanguineas por Candida en modelos animales
y en humanos, que la utilizacién de la anfotericina B como tnico antifiingico (Sugar e al,
1994). Otra combinacién de ketoconazol y naftifina, ha mostrado un incremento de la
actividad sobre numerosos hongos, especialmente sobre los filamentosos, aunque este
efecto no ha podido ser verificado en modelos animales y humanos (Sud y Feingold, 1985).
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4.4, Inmunomodulacion

La mejora de la respuesta inmune del huésped frente al agente causante de la
infeccidn, es otra de las alternativas actualmente en desarrollo para el tratamiento de las
infecciones fiingicas (Georgopapadakou y Walsh, 1996; Graybill, 1996).

La inmunizacién activa y pasiva mediante la utilizacién de vacunas y anticuerpos,
constituye una estrategia prometedora, tanto para la prevencién como para el tratamiento
de infecciones fungicas. Los antigenos capsulares de C. neoformans, C. immitis e H.
capsulatum poseen una elevada inmunogenicidad, por lo que podrian ser utilizados como
vacunas. Asimismo, diversas proteinas inducidas en los hongos como respuesta a
diferentes tipos de estrés (Heat shock proteins), como la Hsp90 de C. albicans, son capaces
de provocar una respuesta inmune importante del organismo al que infectan, por lo que
también podrian tener utilidad como vacunas (Suzue y Young, 1996).

La utilizaciéon de citoquinas humanas recombinantes, ha disminuido la
granulocitopenia de pacientes sometidos a terapias con firmacos citotoxicos, y ha reducido
la incidencia de las infecciones fungicas sufridas por un grupo de pacientes
inmunodeprimidos (Rowe et al, 1995; Graybill, 1996). De este modo ha quedado
demostrado su interés para la profilaxis de infecciones fingicas en este tipo de pacientes,
aunque todavia no ha sido determinada su posible efectividad en el tratamiento de
infecciones ya establecidas (Walsh ef al.,1996).

5. DESCUBRIMIENTO DE NUEVOS ANTIFUNGICOS

Las primeras aproximaciones al descubrimiento de nuevos firmacos antifungicos,
consistieron en el estudio del comportamiento empirico de un pequefio grupo de hongos
patogenos, frente a una coleccion de compuestos no muy numerosos y obtenidos en su
mayoria de la fermentacion de microorganismos y de extractos de plantas (Debono y
Gordee, 1990). Aquellos compuestos que inhibian el crecimiento fungico, o producian
importantes alteraciones celulares, eran seleccionados para posteriores estudios. A pesar de
que la mayoria de los antifungicos actuales han sido detectados mediante esta
aproximacion empirica, las demandas de la industria farmacéutica actual, en cuanto al
numero y velocidad de salida de nuevos farmacos al mercado, han obligado a la utilizacién
de tecnologias de elevado rendimiento, dificilmente aplicables utilizando esta
aproximacion (Broach y Thorner, 1996). Sin embargo, la identificacién de las dianas sobre
las que actaan los compuestos seleccionados de esta manera, ha sido el punto de partida
para el desarrollo de las estrategias racionales orientadas a la busqueda de nuevos
antifingicos, que se utilizan mayoritariamente en la actualidad (Debono y Gordee, 1990).

La aproximacion racional al descubrimiento de compuestos activos, requiere en
primer lugar, la identificacion de potenciales dianas antifingicas. 4 priori, tienen interes
como posibles dianas, todas aquellas moléculas o estructuras, que ademas de estar
implicadas directamente en procesos relacionados con la proliferacion y viabilidad celular,
sean exclusivas de los hongos, o presenten diferencias significativas con las de mamiferos.
También es necesario disponer de una coleccion numerosa de compuestos para enfrentar a
la diana, y determinar su interaccién con ella, de manera que su nimero y variabilidad es
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decisivo para que exista una probabilidad razonable de encontrar alguno activo. Sin
embargo, la posibilidad de disefiar moléculas antifiingicas a partir del conocimiento
tridimensional de la diana sobre la que deben actuar, podria reducir ¢l nimero de
compuestos analizados, limitdndose a pequefias modificaciones de una estructura activa
(Blundell, 1996). El estudio de la potencia y selectividad de los compuestos activos
permite seleccionar aquellos que son interesantes y cuya estructura quimica es
posteriormente determinada. En el caso de que la informacion obtenida tras el
conocimiento de su estructura quimica y otros datos bioquimicos, sugiera su posible uso
terapéutico, se realizan procesos de optimizacion del producto, encaminados a disminuir su
toxicidad y mejorar su farmacocinética. Los ensayos realizados in vitro permiten conocer el
espectro de accidén del compuesto, y los ensayos in vive con animales, verifican si el
producto se comporta en estos modelos de la manera esperada. Finalmente, los estudios en
humanos, son los que determinan si un compuesto con actividad antifiingica, y en una
formulacion determinada, puede ser comercializado para ser utilizado en la terapéutica
humana (Ryley y Barret-Bee, 1992).

El descubrimiento de nuevos firmacos antifiingicos, es un proceso complejo vy
lento, que requiere un periodo medio superior a diez afios, desde que se inician las primeras
etapas de investigacion basica, hasta que el producto puede estar disponible en el mercado
(figura 10). El correcto desarrollo de cada una de las etapas implicadas en el proceso, asi
como la disponibilidad de un soporte automatizado e informatizado, son elementos clave
de los que dependeran los resultados finales obtenidos.

Especialistas en diversas disciplinas cientificas, como son microbiologia, biclogia
molecular, farmacologia y quimica, participan en el proceso de desarrolio de nuevos
antifingicos, trabajando de una manera coordinada en las diferentes etapas concretas del
proceso (figura 11).
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Figura 10: Etapas del proceso de descubrimiento de nuevos antifingicos
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Figura 11: Disciplinas cientificas necesarias para un programa de descubrimiento de nuevos
antifingicos y tareas asignadas. * Equipo integrado de trabajo para el descubrimiento de dianas antiftingicas

5.1. Dianas biolégicas de interés

La mayoria de los antifingicos comercializados actualmente actian inhibiendo
selectivamente los procesos relacionados con la membrana plasmadtica, como se ha
comentado con anterioridad en este trabajo. Sin embargo, los hongos poseen numerosas
estructuras y proteinas exclusivas, o con propiedades diferentes a las de mamiferos, que
podrian constituir nuevas dianas. La seleccién de aquellas frente a las cuales se podrian
buscar compuestos activos, constituye el primer paso en el proceso de descubrimiento de
nuevos farmacos antifingicos. Las moléculas seleccionadas deben cumplir algunos de los
requisitos deseables para presentar ciertas posibilidades de éxito como dianas antifingicas
con aplicacién terapéutica (Kerridge y Vanden Bossche, 1990):

(i) La diana elegida deber ser esencial para el crecimiento del hongo. No siempre es
necesario provocar la muerte del hongo, ya que si su crecimiento resulta enlentecido, el
balance entre huésped y patégeno puede ser alterado lo suficiente para permitir que las
defensas del huésped eliminen al hongo. Por el contrario, en individuos inmunodeprimidos,
si es necesario destruir al patégeno para prevenxr las recaidas que ocurren tras la
finalizacion del tratamiento.

(ii) Debe ser selectiva para que el huésped lo tolere a la concentracién requerida en
el lugar de la infeccion. Teoricamente, las sustancias capaces de actuar a nivel de
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estructuras o procesos exclusivos de hongos, poseeran una actividad selectiva y ausencia de
toxicidad. Sin embargo, no es necesaria la ausencia de la diana fungica elegida en las
células de mamiferos, siendo suficiente para una actividad antifungica selectiva, que ambas
estructuras homologas presenten una afinidad diferencial por las sustancias inhibidoras.

(iif) Debe tenerse en cuenta que la diana resulte ficilmente accesible a la droga, ya
que todos los organismos eucariéticos muestran una compartimentacion intracelular de las
funciones metabélicas.

(iv) Los ensayos de interaccion in vitro entre la molécula elegida como diana y sus
posibles compuestos inhibidores, deben ser sencillos de realizar y féacilmente
automatizables. El conocimiento de la actividad de la diana elegida, facilita el disefio del
ensayo, asi como su obtencién en gran cantidad y en estado puro y activo, es indispensable
para la realizacion de los ensayos de elevado rendimiento (HTP).

Las dianas elegidas pueden ser directamente purificadas y utilizadas para la
biisqueda de inhibidores selectivos mediante estudios in vitro a gran escala, o bien, tras un
estudio detallado de ellas, disefiar drogas nuevas y realizar modificaciones de los
compuestos activos conocidos, para conseguir un aumento de su selectividad, su potencia y
la disminucidn de sus efectos toxicos sobre las células de mamiferos.

Los conocimientos actuales sobre el metabolismo de los hongos y de los mamiferos,
a pesar de no ser completo, ha permitido identificar algunos procesos metabélicos con
caracteristicas diferenciales entre ellos. Algunas de las enzimas o factores implicados en
estos procesos, y que cumplen la mayoria de los requisitos bdsicos anteriormente
mencionados, han sido seleccionadas como dianas antifingicas, ya que el conocimiento
bioquimico de los procesos en los que participan, las presentan como dianas selectivas para
los hongos. Por otro lado, el creciente conocimiento del genoma de los hongos, ha
permitido seleccionar nuevas dianas antifingicas a partir de genes cuyos productos génicos
bien son exclusivos para estas especies, o bien poseen suficientes diferencias con sus
homdlogos en mamiferos como para suponer su posible inhibicion selectiva.

5.1.1. Seleccion de dianas segiin criterios bioquimicos.

Las dianas fungicas que han sido seleccionadas segin sus diferencias bioquimicas
con las células de mamiferos son numerosas y variadas (figura 12). Algunas de ellas han
permitido identificar algunos compuestos con actividad antifingica, cuya posible
utilizacion terapéutica esta siendo evaluada en la actualidad.
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Figura 12: Potenciales dianas de nuevos antifimgicos

5.1.1.1. Pared celular

La pared fingica constituye una diana de interés para la busqueda de agentes
antifiingicos, ya que es una estructura esencial para los hongos, que se encuentra ausente en
las células de mamiferos. La pared celular rodea externamente a las células fungicas,
confiriéndoles su morfologia caracteristica y protegiéndolas de las agresiones fisicas y
quimicas del entorno, asi como de las enzimas liticas. Regula la entrada y la salida de
moléculas, retiene en el espacio peripldsmico diversas proteinas, previene a la célula de la
desecacion, participa en la adherencia y aglutinacion, y juega un papel importante en la
patogenicidad (Rhodes, 1988).

La composicién de la pared celular es caracteristica de cada especie fungica (tabla
2} e incluso varia entre las diferentes formas, levaduriforme y filamentosa, adoptadas por
un mismo hongo (Debono y Gordee, 1994). Posee una estructura multilaminar compuesta
principalmente por varios carbohidratos, que se encuentran en forma libre, o asociados a
proteinas o a lipidos, y cuyas proporciones varian entre las diferentes especies de hongos.
Los polimeros de N-acetilglucosamina (quitina), de glucosa (celulosa y glucanos) y manosa
(mananos), son los polisacdridos mas habituales constituyentes de esta estructura. El
conocimiento de sus rutas biosintéticas, ha permitido scleccionar algunas enzimas
implicadas en etapas fundamentales del proceso, y se han disefiado ensayos in vitro con el
objeto de buscar sustancias que interaccionen con ellas (Ryley y Barrett-Bee, 1992).
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Tabla 2: Composicién de la pared de algunos de los hongos patégenos mas frecuentes

Hongos patdgenos Composicién de la pared

Candida albicans Manoproteinas, quitina, glucanos B(1-3),
B(1-6)

Cryptococcus neoformans Manoproteinas, glucanos B3(1-3), 3(1-6)

Aspergillus fumigatus Galactomanano, quitina, glucanos o(1-3),
B(1-3), B(1-6)

Histoplasma capsulatum Galactomanano, quitina, glucanos o (1-3),
B(1-3), B(1-6)

Blastomyces dermatidis Galactomanano, quitina, glucanos o(1-3),
B(1-3)

Dermatofitos Galactomanano, quitina, glucanos solubles
en 4lcali con enlaces B(1-3) y (1-6);
lineales « (1-4) con ramificaciones en o (1-
6)

(i) Sintesis de quitina

La quitina es un componente minoritario de la pared celular de levaduras como S.
cerevisige y C. albicans. Constituye menos del 1% del total de la pared de C. albicans en
estado levaduriforme, y cerca del 10% en su forma miceliar. Se localiza fundamentalmente
en la region del septo, y en las cicatrices que quedan en las células en el lugar de gemacion.
Las paredes de las formas miceliares de otros hongos dimérficos como B. dermatidis, C.
immitis ¢ H. capsulatum, también poseen un 10-20% de quitina, que se localiza en la
regién apical de la hifa.

La quitina estd constituida por un homopolimero lineal de residuos de B(1-4)-N-
acetilglucosamina (GlcNAc), sintetizado en la cara citoplasmatica de la membrana
plasmatica. Es secretado al exterior celular, donde se agrega en forma de rigidas fibrillas
formando enlaces de hidrogeno entre si, con el glucano y con diversas manoproteinas que
se disponen entre ellas. Las enzimas que se encargan de la polimerizacion de las
subunidades de GlcNAc son exclusivas de los hongos y se denominan quitin sintetasas
(Chs). Estas enzimas estan asociadas a la membrana plasmatica, y han sido encontradas
como zimégenos en homogeneizados celulares (Cid et al., 1995). Se conocen varias
actividades quitin sintetasas en S. cerevisiae y C. albicans :

- Actividad quitin sintetasa 1, codificada por CHSI, es la responsable de reparar los
dafios en el septo primario y en la cicatriz de gemacién, producidos durante el proceso de
separacion celular (Kang ef al 1984).

- Actividad quitin sintetasa 2, codificada por CHS2, estd implicada en la formacion
del septo primario (Silverman, 1988), y en la sintesis de la quitina de C. albicans durante su
fase miceliar.
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- Actividad quitin sintetasa 3, codificada por CHS3, que con la ayuda de las
proteinas codificadas por CHS4 y CHSS, parece ser la responsable de la biosintesis de la
mayoria de la quitina de la pared, y de la formacién del anillo de quitina en la base de Ia
yema. También participa en la formacion de la capa de quitosan, derivado desacetilado de
la quitina, que forma parte de la pared de las ascosporas (Bulawa y Osmond, 1990).

Los mutantes obtenidos en cada uno de estos genes, presentan una cantidad de
quitina muy reducida en su pared celular, pero mantienen su crecimiento. Lo mismo ocurre
con los mutantes chsichs3 6 chslchs2, mientras que los alterados en los tres genes,
chslchs2chs3, son incapaces de proliferar. El proceso de sintesis de quitina es, por tanto,
un proceso esencial para las células fingicas, en el que estan implicadas proteinas
funcionalmente redundantes. De este modo, para que cualquier compuesto que actic en
esta ruta muestre actividad antifingica, debe ser capaz de alterar el funcionamiento de las
tres enzimas (Cid et al., 1995).

Las polioxinas y nikkomicinas son analogos estructurales de la UDP-N-
acetilglucosamina (di o tripéptidos de L-aminoacidos unidos a uridina, a veces, también
modificada), que inhiben competitivamente las actividades quitin sintetasas (Decker,
1990). Poseen una potente actividad inhibitoria in vitro de las actividades 1 y 3, pero
inhiben en menor cuantia la 2, que es capaz de compensar el defecto enzimatico y permite
que las células se mantengan viables (Cabib, 1991; Gaughram, 1994).

La diana de las polioxinas y nikkomicinas se encuentra en la parte interna de la
membrana plasmatica. El transporte de estos compuestos al interior celular, se realiza
mediante la misma permeasa que la de los péptidos de los fluidos corporales. La baja
actividad mostrada frente a C. albicans y otros hongos, ha sido atribuida a una incapacidad
para atravesar la membrana y alcanzar la diana, por lo que se han desarrollado derivados de
polioxina unidos a péptidos transportadores, capaces de superar este inconveniente, cuya
actividad in vivo ain no esta evaluada (Georgopapadakou, 1994). Ademas, la sinergia
observada entre los inhibidores de la quitin sintetasa y los inhibidores de la sintesis de
glucano, permite considerar la posibilidad de una utilizacién combinada de ambos
compuestos como una nueva alternativa a la terapgutica antifingica (Sugar et al., 1995).

La quitinasa es otra enzima esencial para el mantenimiento de la plasticidad de la
pared celular durante el crecimiento y proliferacién celular. Los mutantes de S. cerevisiae
que poseen este gen interrumpido, forman agregados celulares y se muestran incapaces de
separarse después de la division celular. Sin embargo, su papel como diana antifingica no
esta totalmente establecido, ya que la demetilalosamidina, que actia como inhibidor
especifico de la quitinasa, carece de actividad antifiingica a pesar de originar alteraciones
en la separacion celular (Sakuda, 1990).

(ii) Sintesis de glucano

Las distintas especies de hongos poseen diferentes cantidades y tipos de glucanos en
su pared celular. Este componente constituye el entramado basico de la pared e
interacciona con todos los restantes componentes mediante enlaces de hidrégeno,
hidrofébicos y covalentes (Elorza ef al., 1989). Constituye un 60% del peso seco total de la
pared, y esta formado por dos homopolimeros de glucosa, uno mayoritario formado por
largas cadenas del aztcar unidas mediante enlaces B(1-3) y cadenas laterales ocasionales en
3(1-6), denominadol,3-B-glucano, y otro menos abundante, formado por cadenas mds
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cortas de residuos unidos en B(1-6) y abundantes ramificaciones en B(1-3), llamado1,6-8-
glucano (Klis, 1994).

Durante el crecimiento celular, se produce una continua polimerizacion de azucares
para generar nuevo material, que es intercalado en el entramado ya existente. La sintesis de
la pared celular, es por tanto, un proceso continuo regulado temporal y espacialmente.

Las rutas de biosintesis de ambos tipos de glucano, han sido analizadas mediante la
caracterizacion de diferentes mutantes resistentes a aquellas sustancias que provocaban una
alteracion de la pared celular de células fingicas en crecimiento (Douglas e al., 1994;
Castro et al., 1995)

El 1,3-B-glucano es sintetizado mayoritariamente por la enzima 1,3-B-glucano
sintetasa a partir de unidades de UDP-glucosa. Esta enzima estd asociada a la membrana
plasmatica y posee dos subunidades: una capaz de producir el alargamiento de las cadenas
de glucano, y otra capaz de unir GTP. La primera subunidad, codificado por el gen FKSI,
es una proteina integral de membrana, cuya interrupcion no es letal en S. cerevisiae,
aunque origina una reduccion del 50% en el contenido de glucano en la pared, y por tanto,
una fragilidad celular considerable. Los hongos C. albicans, C. neoformans y A. fumigatus,
poseen genes homdlogos a FKSI. Una segunda enzima implicada en la sintesis del 1,3-8-
glucano es la codificada por FKS2, de caracteristicas muy similares a la anterior. La
eliminacion de ambos genes, es letal para S. cerevisiae.

Las papulacandinas, las equinocandinas y las acualeacinas, son productos naturales
capaces de inhibir la actividad 1,3-B-glucano sintetasa, impidiendo ¢l crecimiento de la
cadena de glucano por ausencia de incorporacién de glucosa al glucano en formacion
(Tkacz, 1992). Estructuralmente las papulacandinas son acidos grasos derivados del
disacarido B(1,4) galactosilglucosa, y las equinocandinas y acualeacinas, son acidos grasos
derivados de los hexapéptidos ciclicos.

El espectro de accion de estos compuestos es limitado, ya que si bien son muy
activas in vitro frente a C. albicans y algunas otras especies de Candida, resultan inactivos
frente a hongos filamentosos y dimérficos, como A. fumigatus, A. niger y C. neoformans.
La actividad iz vive es mucho menor a la mostrada in vifro, como consecuencia de su mala
farmacocinética y baja solubilidad. Las modificaciones estructurales realizadas para
mejorar su eficacia in vivo, han llevado al desarrollo de andlogos semisintéticos con
mejores propiedades farmacocinéticas. Asi se ha desarrollado la cilofungina, a partir de la
equinocandina, y que a pesar de mostrarse como un antifingico prometedor por su
actividad fungicida, elevada potencia y relativa baja toxicidad, tuvo que ser descartado, por
presentar toxicidad asociada al vehiculo de la formulacién que facilitaba su solubilizacion
(Georgopapadakou y Walsh, 1996).

El proceso bioquimico responsable de la formacién del 1,6-B-glucano, no es
conocido en su totalidad, por lo que no se han podido desarrollar sustancias, que interfieran
con los procesos de sintesis de este componente de la pared celular (Tkacz, 1992). Las
sustancias de este tipo, tendrian especial interés para combatir infecciones originadas por
hongos cuyo principal componente de pared fuera el 1,6-B-glucano, como es el C
neoformans.
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(i) Sintesis de manano

El manano constituye un 40% del peso seco total de la pared, confiriéndole
propiedades importantes como la porosidad, y participando directamente en la virulencia
del hongo. Estd formado por un elevado contenido de residuos de manosa, unidas
covalentemente a protefnas, en proporcion variable segun su localizacién en la pared
celular. Asi, el manano de la superficie externa posee un 80% de proteinas, mientras que el
de la interna, que se encuentra firmemente unido al glucano, posee sélamente un 20% de
proteinas.

El proceso de sintesis de manano es complejo, y participan en él numerosas
enzimas. La etapa de unién de los oligosacaridos de manosa a las protefnas, no puede ser
inhibida selectivamente en los hongos, debido, aparentemente, a una gran similitud con el
proceso que tiene lugar en mamiferos. Sin embargo, procesos posteriores, como son la
unién de las manoproteinas al glicofosfatidilinositol, previo al transporte hasta la parte
externa de la pared celular, y la formacion de enlaces entre las manoproteinas y el 1,3-B-
glucano, no son compartidos con células de mamiferos, por lo que podrian constituir dianas
selectivas (Georgopapadakou y Tkacz, 1995).

Se han identificado sustancias que interaccionan con el manano, como son las
benanomicinas (Takeuchi et al, 1988) y pradimicinas (Oki et al., 1988), que forman
complejos insolubles en presencia de calcio y alteran la membrana, dando lugar a una
liberacién del potasio intracelular. Las pradimicinas han dado buenos resultados en
modelos animales infectados con Cryprococcus, Candida y Aspergillus. Actualmente, los
derivados solubles de estos compuestos, se encuentran en fase de desarrollo
(Georgopapadakou y Walsh, 1996).

(iv) Factores de virulencia asociados a la pared celular

La invasion fungica de tejidos celulares o epiteliales, va precedida de un proceso de
adherencia a esta superficie celular, en el que participan diversas moléculas de naturaleza
diferente entre las especies fungicas. Todas aquellas aproximaciones orientadas a inhibir
los procesos de adherencia e invasién tisular, podrian resultar efectivas para la profilaxis de
las infecciones producidas por hongos (Georgopapadakou y Walsh, 1996).

En C. albicans, se conoce la presencia de unas moléculas directamente implicadas
en la adherencia tisular, que han sido denominadas adhesinas. El bloqueo directo de estas
moléculas, reduce de manera importante la capacidad del hongo para producir una
infeccién fingica (Klotz et al, 1992). Por otro lado, la formacién de un tubo germinativo
favorece la penetracién de C. albicans a través de los tejidos, por lo que su inhibicién
podria evitar el establecimiento de la infeccién.

También se conocen enzimas hidroliticas asociadas a la pared celular de los hongos,
implicadas directamente con su virulencia. En C. albicans, se han descrito enzimas de tipo
fosfolipasa (Ibarahim et al., 1995) y proteasa (Fusek ef al., 1994), como esenciales para el
establecimiento de las infecciones fliingicas en las membranas mucosas.

Otras moléculas y procesos de diferente naturaleza, han sido relacionados con la
capacidad virulenta de diversos hongos, como son aquellas que componen la capsula de C.
neoformans (Kwon-Chung y Rhodes, 1986).

La utilizacion de las adhesinas como posibles dianas para evitar infecciones
fungicas, presenta especial interés debido a que su localizacién en la parte exterior de la
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célula las hace accesibles a los compuestos activos, sin necesidad de que éstos deban
atravesar la membrana plasmatica para alcanzar la diana.

Hasta el momento, se carece de datos suficientes para poder afirmar que la
alteracion de estas moléculas es capaz de evitar la infeccién en cualquier tipo de paciente.
Por otro lado, la variabilidad de las moléculas implicadas en la virulencia entre las
diferentes especies fungicas, podria limitar el uso de los compuestos activos frente a ellas.

A pesar de que ninguna de las sustancias con actividades implicadas en la
biosintesis de la pared celular, han sido comercializadas hasta el momento, se investiga
sobre la posibilidad de obtener nuevos farmacos antifiingicos mediante modificaciones
estructurales de las sustancias conocidas.

5.1.1.2. Membrana plasmatica

La membrana plasmatica estd constituida por una bicapa lipidica que contiene una
mezcla de lipidos polares y proteinas asimétricamente localizadas, cuyas interacciones
determinan la estructura de la membrana (Van der Rest ef al., 1995). Esta membrana
realiza numerosas funciones esenciales para la célula. Actia como barrera selectiva entre la
célula y su entorno, y esta involucrada en el mantenimiento de la estructura celular, ya que
participa en la sintesis de la pared. Es la responsable de la entrada y excrecion selectiva de
materiales diversos, asi como de la transmision de numerosas sefiales al interior celular.
Ademas, es la matriz de diversas proteinas con actividades diferentes (Kerridge y Vanden
Bossche, 1990).

La membrana de los hongos contiene, al igual que la de mamiferos, esteroles,
fosfolipidos y esfingolipidos, como componentes mayoritarios, pero difiere en el tipo de
esteroles y esfingolipidos que posee (Van der Rest ef al., 1995).

Cualquier alteracién en la composicién de la membrana, origina una variacién de
sus propiedades fisicas, como la fluidez, que depende de su composicién lipidica. La
funcionalidad de las proteinas asociadas a la membrana también se ve modificada como
consecuencia de estas alteraciones, originandose una disminucién de la viabilidad y del
crecimiento celular.

La importancia de la membrana plasmatica para la proliferacién y la viabilidad
celular, y la diferente composicién entre las membranas fingicas y las humanas, hacen que
sea considerada como una diana terapéutica importante (Georgopapadakou y Walsh, 1996).
La mayoria de los farmacos comercializados hasta el momento actian a este nivel, como ya
se comenté anteriormente. En la actualidad, estan en desarrollo farmacéutico otros
compuestos capaces de interaccionar con la membrana mediante mecanismos diferentes, y
que son comentados a continuacion.

(1) Sintesis de ergosterol

El ergosterol, es el componente principal de las células fingicas, mientras que en
mamiferos predomina el colesterol (Zinser et al., 1991). Las diferencias estructurales entre
ambos esteroles son minimas (figura 5), pero resultan esenciales para el crecimiento de la
mayoria de los hongos. Los esteroles son de vital importancia en la estabilidad de la
membrana plasmética ya que controlan el grado de fluidez de la membrana, fundamental
para su funcién de barrera y correcto funcionamiento de las enzimas asociadas a ella.
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La modificacion de la biosintesis del ergosterol origina alteraciones en las células
fungicas, provocando la detencién del crecimiento celular e incluso la muerte del hongo.
La sintesis del colesterol y del ergosterol se realiza mediante una ruta biosintética que
posee etapas comunes para ambos esteroles, y difiere en las etapas posteriores a la
biosintesis del zimosterol (figura 5). Las enzimas que participan exclusivamente en la
sintesis del ergosterol son dianas antifingicas muy interesantes, aunque la inhibicién de
etapas comunes en la produccion de ambos esteroles también tiene interés, ya que a
diferencia de los hongos, las células de mamiferos pueden tomar colesterol sanguineo via
lipoproteinas de baja densidad (Brown y Goldstein, 1986). Asi, los antifiingicos
comercializados de tipo azOllico, anteriormente comentados, actian inhibiendo la
desmetilacién del lanosterol, etapa compartida en la sintesis de colesterol y ergosterol,
modificando la composicién de la membrana plasmatica. La existencia de otras etapas de la
ruta de biosintesis del ergosterol, susceptibles de ser inhibidas selectivamente y generar un
resultado final de muerte celular fingica, estd siendo objeto de numerosos estudios
(Georgopapadakou y Walsh, 1996).

Las enzimas que actian en las etapas de la sintesis del ergosterol anteriores a la
formacion de escualeno (figura 5), participan también en la biosintesis de otros compuestos
celulares esenciales para las células de mamiferos, por lo que su inhibicién probablemente
originaria toxicidad. Las escualestatinas y acidos zaragdzicos, que actian como inhibidores
de la escualeno sintetasa (figura 5), no han mostrado actividad antifiingica, debido
probablemente a su incapacidad para alcanzar la diana (Georgopapadakou y Walsh, 1996).

Las enzimas que actiian en etapas posteriores a la formacion de escualeno (figura
5), como son la 2,3 escualeno 6xido ciclasa (Jolidon ef al., 1993) y la A* esterol
metiltransferasa (Oechlschiager y Czyzewska, 1992), han sido propuestas como dianas
adecuadas para el disefio de antifiingicos, especialmente la Gltima, ya que carece de
homoélogo en mamiferos. Los antifungicos disefiados capaces de inhibir estas enzimas se
encuentran en proceso de estudio.

(ii) Sintesis de fosfolipidos

La matriz lipidica de las membranas plasmaticas de hongos como S. cerevisiae, esta
compuesta por fosfolipidos asimétricamente distribuidos, similares a los de las membranas
de las células de mamiferos, y que participan en la correcta funcionalidad de la membrana.
La cara citoplasmatica de la membrana, esta enriquecida en fosfatidiletanolamina (PE),
fosfatidilinositol (PI) y fosfatidilserina (PS), al igual que las membranas de eritrocitos,
mientras que en la cara externa, predomina la fosfatidileolina (PC) y los esfingolipidos
(Van der Rest et al., 1995).

Las rutas de sintesis de los fosfolipidos fungicos PE, PI, PC, fosfatidilglicerol y
cardiolipina o difosfatidil glicerol, son bédsicamente iguales a las de sus homélogos en
mamiferos. La unica diferencia conocida radica en la biosintesis de PS, que se origina en
hongos a partir de CDP-diacilglicerol y serina, mientras que en mamiferos se requiere el
intercambio del grupo etanolamina del PE o del grupo colina de PC, por serina.

(iii) Sintesis de esfingolipidos

Los esfingolipidos son componentes esenciales de la membrana plasmatica de
células de mamiferos y de hongos, y se localizan principalmente en la cara externa de ésta.
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El 90% de los esfingolipidos, se encuentra asociado a la membrana plasmética, sin que
hayan sido detectados en las membranas nucleares y mitocondriales. Participan en el
correcto funcionamiento de las enzimas asociadas a la membrana y se han descrito
mutantes carentes de esfingolipidos con alteraciones en la actividad de la ATPasa de
membrana, asi como alteraciones en la permeabilidad. También se les ha relacionado con
la sintesis de la pared celular, actuando como anclaje para sus componentes (Losel, 1989).

Las células fiingicas poseen algunos esfingolipidos que estan ausentes en las células
de mamiferos, como los glicofosfoesfingolipidos, supuestamente localizados en el lado
externo de la membrana plasmatica (Op den Kamp, 1979), y otros que difieren de sus
homélogos de mamiferos (Lester y Dickinson, 1993). La inhibicién de la sintesis de estos
compuestos, podria generar una actividad antifingica selectiva.

Hasta el momento actual, s6lo se conocen compuestos que interaccionan con
enzimas comunes en las células fungicas y de mamiferos, implicadas en la ruta biosintética
de los esfingolipidos, como son las esfingofunginas (Zweerink ef al., 1992). Su actividad
se basa en la inhibicién de la serina palmitoiltransferasa, que realiza la primera reaccién
biosintética de los esfingolipidos en hongos y en mamiferos, y cuya actividad selectiva no
ha sido demostrada por el momento.

(iv) Sistemas de transporte

La membrana plasmética estd constituida por numerosas proteinas asociadas a los
lipidos, identificindose en S. cerevisiae hasta ciento cincuenta polipéptidos unicos (Rank y
Robertson, 1983). Las proteinas de transporte, son probablemente las proteinas
mayoritarias, ya que cada aminodcido es transportado por una o maés proteinas, y los
diferentes azucares lo hacen mediante proteinas distintas. La membrana plasmatica de una
célula de levadura, puede contener de 10° a 10° moléculas transportadoras, que constituyen
aproximadamente un 50% del total de las proteinas de la membrana, sin incluir la H™
ATPasa que por si misma puede llegar a constituir el 50% de las proteinas de membrana en
una célula en crecimiento exponencial (Serrano, 1991).

La inhibicién selectiva de las proteinas de la membrana plasmatica encargadas del
transporte de nutrientes esenciales para la viabilidad de los hongos, podria tener interés,
siempre que resultara lo suficientemente especifica. Estas proteinas, realizan el transporte
de los diferentes nutrientes al interior celular, mediante mecanismos de difusion facilitada y
de transporte activo, este ultimo con utilizacion de la energia de un gradiente i6nico.

La H" ATPasa es una proteina integral de la membrana plasmdtica, esencial para el
mantenimiento de un gradiente electroquimico de protones y la regulacién del pH
intracelular. Alteraciones en esta enzima originan modificaciones en el transporte de los
compuestos que requieren la presencia de un gradiente de protones a través de la
membrana. Las caracteristicas diferenciales entre la H" ATPasa de mamiferos y la de
hongos, ha permitido el disefio de drogas que actiian sobre la enzima fungica, aunque su
eficacia y selectividad es desconocida hasta el momento (Monk y Perlin, 1994).

La H" ATPasa vacuolar posee caracteristicas diferentes de la localizada en la
membrana plasmatica del mismo organismo. Su inhibicién, origina alteraciones en las
vesiculas transportadoras de proteinas, por lo que la sintesis y el transporte hasta su
localizacién definitiva de algunas proteinas, como las glicoproteinas, sufre modificaciones.
Como consecuencia, se produce una alteracion de la estructura y metabolismo celular. Se
conocen algunas sustancias capaces de inhibir esta enzima, como las bafilomicinas y la
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folimicina (Muroi et al., 1993), cuya selectividad frente a la enzima fingica no ha sido
evaluada hasta el momento.

(v) Sistemas de excrecion

Los hongos poseen proteinas encargadas de la salida de diferentes compuestos
desde el interior al exterior celular. Estos transportadores poseen un papel importante en la
viabilidad, ya que permiten la eliminacion de sustancias cuya acumulacién resultaria toxica
para las células. Proteinas de este tipo han sido relacionadas con la resistencia de C.
albicans a los azoles, y probablemente a otros compuestos antifungicos cuyo mecanismo
de resistencia no ha sido caracterizado por el momento (Balzi y Goffeau, 1994).

Las c€lulas de bacterias, pardsitos y mamiferos, también poseen este tipo de
enzimas, aunque parecen existir diferencias estructurales con las de los hongos. Por tanto,
la alteracion de estas proteinas fiingicas especificas, podria tener interés como diana, y ser
utilizada para el aislamiento o disefio de nuevos agentes antifingicos (Georgopapadakou y
Walsh, 1996).

5.1.1.3. Sintesis de proteinas

Se conocen muy pocas diferencias entre los procesos de sintesis de proteinas que
tienen tugar en los hongos, y los que ocurren en las células de mamiferos, ya que se trata de
procesos muy conservados durante la evolucién. Sin embargo, ha sido posible identificar
algunas enzimas y factores proteicos especificos de hongos, que han sido estudiados como
posibles dianas de compuestos antifingicos.

(1) Factores de elongacién

Los factores de elongacion, son proteinas solubles requeridas durante la sintesis de
proteinas, que facilitan la translocacion de los ribosomas a lo largo del RNA mensajero.
Poseen motivos estructurales conservados, y se caracterizan por su capacidad para alternar
entre conformaciones especificas, por union a GTP o a GDP. Las conformaciones alternas
asociadas con la unién e hidrolisis de GTP, les permite actuar como “interruptores
moleculares™ en la activacion especifica de otros componentes celulares.

Las celulas de mamiferos y las de los hongos requieren dos factores de elongacién:
el factor de elongacién 1 (EF-lar) y el factor de elongacion 2 (EF-2). Sin embargo, los
hongos requieren un factor adicional para la correcta sintesis proteica, el factor de
elongacién 3 (EF-3) ausente en las células de mamiferos (Kamath y Chakraburtty, 1989).
Este factor es una proteina de 120 a 125 kDa presente en la mayoria de los hongos, incluida
C albicans (Di Domenico et al., 1992), que resulta esencial para la viabilidad celular
(Colthurst et al., 1991). Posee actividad ATPasa y es requerido especificamente por la
subunidad 408 ribosomal. No se conoce su funcién con exactitud, pero parece estar
implicado en la translocacién del péptido en crecimiento.

Los compuestos capaces de interaccionar con el EF-3, posiblemente actuarian de
una manera selectiva sobre los hongos, sin producir toxicidad sobre las células de
mamiferos. Sin embargo, hasta el momento, no se ha encontrado ninguna sustancia con
esta actividad in vitro. Por otro lado, el disefio racional de compuestos que actien a este
nivel presenta dificultades, ya que supone el disefio de moléculas totalmente nuevas,
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debido a la carencia de moléculas activas conocidas que puedan ser modificadas
(Georgopapadakou y Walsh, 1996).

(ii) Enzimas implicadas en las modificaciones co- y postraduccionales de las proteinas

A pesar de que los procesos de sintesis de proteinas se diferencian muy poco en
hongos y mamiferos, se conocen algunas reacciones enzimaticas diferenciales entre ambos,
que han llevado a sugerir la posible utilidad de las enzimas implicadas como nuevas dianas
antifingicas (Georgopapadakou y Walsh, 1996).

Una de las enzimas estudiadas es la miristoil-CoA:proteina-N-miristoil transferasa
que participa en la sintesis de un pequefio nimero de proteinas N-miristoiladas, mediante la
transferencia cotraduccional del miristato, desde el miristoil-CoA a la glicina amino
terminal de algunas proteinas. Esta reaccion es esencial para C. neoformans y otros hongos
patégenos (Duronio et al., 1989). Si bien en los mamiferos también se producen este tipo
de reacciones, la especificidad sobre las proteinas substrato es diferente de la de los
hongos, por lo que se especula sobre una posible inhibicién selectiva de la enzima fingica.

En la actualidad, s6lamente se conoce un andlogo estructural del Acido miristico
capaz de inhibir la enzima, y que presenta actividad fungicida in vifro (Langner ef al,
1992).

Otra enzima implicada en la modificacion postraduccional de las proteinas, es la
que se encarga de la transferencia de las glicofosfatidilinositol manoproteinas, desde la
membrana al 1,3-B-glucano. Es una reaccién que no posee homologos en humanos, por lo
que constituye una diana particularmente atractiva, si bien hasta el momento, no se han
descrito compuestos capaces de actuar a este nivel (Georgopapadakou y Walsh, 1996).

5.1.1.4. Acidos nucleicos

El 4cido desoxirribonucleico (DNA) y el acido ribonucleico (RNA) son macromoléculas
vitales para la célula, que actian en el almacenamiento y en la transferencia de la
informacién genética (Lehninger, 1981).

(i) Sintesis de acidos nucleicos

Los procesos de sintesis de acidos nucleicos, al igual que los de proteinas, son
similares en hongos y mamiferos, ya que se han mantenido muy conservados durante la
evolucion. Por este motivo, resulta dificil la identificacién de procesos diferenciales que
pudieran servir como dianas antifingicas.

Como ya se ha mencionado con anterioridad al describir los antifingicos de uso
actual, la 5-FC actua como inhibidor de la sintesis de los 4cidos nucleicos. Recientemente,
otra de las enzimas implicadas en la ruta de sintesis de las purinas y codificada por el gen
ADE2, ha sido propuesta como posible diana antifingica, debido a las diferencias
mostradas con su homologo en mamiferos. La inhibicién selectiva de esta enzima, alteraria
la produccién de las bases plricas necesarias para la biosintesis de los acidos nucleicos, y
podria resultar letal para C. neoformans, agente etioldgico frecuente de las meningitis en
pacientes inmunodeprimidos, si los bajos niveles de adenina libre en el liquido
cefalorraquideo resultaran insuficientes para cubrir las necesidades biosintéticas del hongo

31



Introduccion

(Perfect et al., 1993). Pero por el momento se desconoce si las diferencias existentes entre
las enzimas fungicas y las de mamiferos permiten el disefio de inhibidores especificos.

También las diferencias existentes entre las RNA polimerasas de humanos y de
levaduras han dado lugar a ensayos de busqueda de inhibidores con afinidad selectiva por
las enzimas fingicas (Young, 1991).

(i1) Conformacion espacial del DNA

La disposicion espacial del DNA, tanto en células procaridticas como eucariéticas,
esta determinada por unas enzimas denominadas topoisomerasas de tipo 1 y de tipo II. Su
papel resulta fundamental para la proliferacion y viabilidad celular, ya que participan en
procesos esenciales para las células como son la replicacion, reparacidn y transcripcion del
DNA, sintesis de RNA ribosémico, y segregacion cromosémica. La actividad
topoisomerasa se localiza principalmente en el nucleo de las células eucari6ticas, aunque
también ha sido localizada en mitocondria y cloroplastos (Campbell y Newlon, 1991).

El papel relevante de estas actividades enzimadticas en el correcto funcionamiento
celular, junto con los éxitos obtenidos en la terapéutica antibacteriana y en la quimioterapia
anticancerigena, con firmacos que actlian inhibiendo este tipo de enzimas, ha levado a la
consideracion de las topoisomerasas como posibles dianas antiftingicas.

La esencialidad de la actividad de la topoisomerasa II para la supervivencia celular
de las levaduras ha sido demostrada (Brill et a/,, 1987), mientras que la topoisomerasa I ha
resultado ser innecesaria, especialmente en presencia de elevados niveles de la enzima tipo
II (Sutcliffe er al, 1989). Sin embargo, la formacion de complejos entre el DNA, la
topoisomerasa I e inhibidores enzimaticos de ésta, si originan efectos letales en las células.

A pesar de que las topoisomerasas de mamiferos y de hongos presentan homologias
considerables, se¢ han identificado sustancias con alguna afinidad selectiva hacia la
topoisomerasa fingica de tipo I (Fostel y Montgomery, 1995) y de tipo II (Jackson y
Dewick, 1984).

5.1.1.5. Otras rutas metabolicas

Cualquier reaccion enzimatica, anabdlica o catabdlica esencial para el crecimiento
del hongo, puede constituir una diana para farmacos antifingicos, siempre que las drogas
sean capaces de atravesar la envoltura celular y alcanzar la enzima sobre la que acttan. Los
procesos implicados en la biosintesis de compuestos esenciales para las células, como son
los aminoacidos y las poliaminas, son algunos de los procesos considerados como posibles
dianas antifiingicas.

(1) Aminoécidos

Se han descrito algunos procesos diferenciales entre las rutas biosintéticas de los
aminoacidos de los hongos y de los mamiferos, que han permitido especular sobre su
posible utilizacién como dianas antifingicas. Por otro lado, la inhibicion de estos procesos
con analogos de aminodcidos, como la cispentacina (Konishi et al,1989), de actividad
antifungica demostrada in vivo, y capaz de actuar sobre multiples dianas celulares
(Capobianco er al., 1993), ha suscitado el interés por estas rutas biosintéticas.
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La homoserina deshidrogenasa, es una enzima que no ha sido identificada en
células de mamiferos. Participa en la conversion del aspartato a homoserina, y podria ser
una diana antifingica, ya que su inhibicién supone alteraciones en la biosintesis de
aminoacidos, como son la metionina, la isoleucina y la treonina. Se ha descrito una
sustancia andloga de aminodcidos, denominada RI-331 (Yamaki et al., 1990), capaz de
interaccionar con esta enzima, y podria ser considerada como un agente antifungico
siempre que cumpliera las propiedades, todavia no evaluadas, de potencia y
farmacocinética adecuadas. La biosintesis de aminoacidos que poseen azufre en su
molécula, también ha sido recientemente inhibida por compuestos andlogos de
aminodcidos (Aoki er al., 1994), aunque la especificidad de su actividad frente a los
hongos atin no esta demostrada.

(ii) Poliaminas
Las poliaminas son metabolitos esenciales de los microorganismos, cuya
funcionalidad no ha sido totalmente definida. La inhibicién de la sintesis de estos

compuestos ha sido empleada en tratamientos antiparasitarios, debido a que las enzimas de
los parasitos implicadas en estos procesos difieren de las de los mamiferos.

Las diferencias aparentes entre las enzimas que participan en la sintesis de
poliaminas de los hongos y las de los mamiferos, han permitido que sean considerados
como posibles dianas antifungicas (Georgopapadakou y Walsh, 1996).

Se conocen algunos compuestos capaces de inhibir la enzima ornitina
descarboxilasa, que es la enzima limitante del proceso biosintético de las poliaminas. La
DL-a-difluorometil ornitina, es un inhibidor de la enzima, y presenta actividad antifingica
in vitro sobre especies de Candida, Trichophyton y Microsporum (Pfaller et al,, 1990).
Aunque ha sido demostrada cierta toxicidad in vivo como consecuencia de los efectos
producidos sobre las células de mamiferos, se considera la posibilidad de realizar
modificaciones estructurales basadas en las diferencias moleculares entre las enzimas
fungicas y de mamiferos para incrementar la selectividad y disminuir los efectos
secundarios (Georgopapadakou y Walsh, 1996).

5.1.1.6. Otras dianas celulares

El esqueleto celular, posee entre sus componentes, unos polimeros dinamicos
constituidos por dimeros de o y B-tubulina, cuyos procesos de polimerizaciéon y
despolimerizacion son importantes para la morfologia, crecimiento y divisidn celular. A
pesar de que las tubulinas son proteinas muy conservadas entre las células eucaridticas,
parecen existir diferencias entre las tubulinas fungicas y las de mamiferos, lo cual sugiere
la posibilidad de identificar o disefiar compuestos con actividad selectiva sobre cualquiera
de ellas. La griseofulvina, previamente comentada en este trabajo, es capaz de interaccionar
con las B-tubulinas de las células de los hongos, y origina una inhibicién de los procesos de
agregacion de los microtubulos, deteniendo la divisién celular en metafase (Iwasaki, 1993).

Por dltimo, la transmisién de sefiales y las enzimas implicadas en este proceso
(quinasas y fosfatasas), constituyen uno de los campos de investigaciéon mas activos en S.
cerevisiae. Los conocimientos bdsicos asi obtenidos podrian incrementar el grupo de
enzimas con posible utilidad como dianas antifingicas (Georgopapadakou y Walsh, 1996).
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5.1.2. Selecciéon de dianas segun criterios genéticos

El aumento de la diversidad de las dianas antifingicas ensayadas, como
consecuencia de la profundizacién en el conocimiento bioquimico sobre el metabolismo
celular, se ha visto recientemente potenciado debido al gran desarrollo de la biologia
molecular y el analisis genético, que ha tenido lugar durante los Gltimos afios. Asi, la
secuenciacion de microorganismos como S. cerevisiae, Haemophillus influenzae, Bacillus
subtilis, Escherichia coli, Helicobacter pylori, Borrellia burgdorferi, Mycoplasma
genitalium, Mycoplasma pneumoniae, , han permitido disponer de una gran cantidad de
informacion. Mediante la utilizacién de las herramientas informdticas adecuadas, es
posible, actualmente, analizar y comparar los genes identificados en los diferentes
organismos, y conocer sus similitudes y diferencias. Por otro lado, el desarrollo de las
técnicas genéticas que permiten alterar de forma digirida cualquier gen del cromosoma de
una célula, ha facilitado el analisis funcional de diversas proteinas, asignandoles un papel
biolégico concreto, y detectando aquellas proteinas esenciales para el hongo, con posible
utilidad como dianas terapéuticas. Ademads, la caracterizacién de organismos mutantes, con
diferentes comportamientos fenotipicos, ha contribuido al andlisis funcional de proteinas
desconocidas previamente, y en muchos casos esenciales para las células.

5.1.2.1. S. cerevisiae como organismo modelo

La levadura S. cerevisiae, ha sido elegida como modelo de célula eucaridtica para la
busqueda de agentes antifingicos frente a hongos patogenos. A pesar de que las
mfecciones producidas por este organismo han sido muy escasas, comparte numerosas
caracteristicas con patogenos reconocidos, como C. albicans, incluso su capacidad para
crecer formando pseudohifas, cuando se encuentra en estado diploide y sobre medios
sélidos con una limitacion de la fuente de nitrogeno (Gimeno ef al., 1992). También se han
detectado algunas cepas de S. cerevisiae capaces de producir formaciones de aspecto
pseudohifal, dando lugar a un crecimiento invasivo por penetracion en el agar, incluso en
medios ricos (Roberts y Fink, 1994). La identificacion de numerosos genes homologos
entre ambas levaduras, ha permitido considerar comunes muchos de los procesos ocurridos
en ambas células. La caracterizacion de estos procesos, puede llevarse a cabo en S
cerevisiae, con mayor rapidez y simplicidad, mediante las técnicas genéticas de
transformacion con vectores hibridos de replicacion auténoma y el aislamiento de genes
mediante la complementacion de levaduras mutantes (Rose y Broach, 1991). Sin embargo,
los resultados obtenidos, no pueden ser extrapolados a los hongos patégenos, sin una
previa comprobacion en dichos organismos.

S. cerevisiae, es una levadura capaz de crecer en medios definidos simples, lo que
permite el completo control de su fisiologia. Las caracteristicas de su ciclo celular
vegetativo, como es la coexistencia de los estados haploides y diploides, asi como la
existencia de dos tipos sexuales de células haploides, a y o (figura 13), facilitan los
estudios genéticos, y permiten determinar el efecto de la ploidia y del tipo celular en la
accion génica. Ademas, el desarrollo de herramientas genéticas muy eficientes, que
permiten que cualquier gen sea reemplazado por un alelo mutante o sea completamente
escindido del genoma con gran exactitud (Rothstein, 1983; Guldener ef al.,1996 ), facilita
los estudios genéticos en este organismo eucariotico.
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Figura 13: Ciclo celular de S. cerevisiae

La levadura S. cerevisiae, posee dos tipos de reproduccion celular: la que tiene
lugar durante el ciclo vegetativo, que se realiza por gemacién, y la que ocurre en el ciclo
sexual, mediante esporulacién. En el ciclo vegetativo de S. cerevisiae, se diferencian cuatro
estadios consecutivos, caracterizados por los procesos que tienen lugar en cada uno de
ellos. Al final de la fase denominada G1, y como consecuencia del paso por el punto
START del ciclo celular, la yema comienza a emerger. Este proceso va acompafiado de una
duplicacion del cuerpo polar del huso mitotico (SPB), estructura equivalente al centrosoma
de los eucariotas superiores. En la fase siguiente, denominada S, tiene lugar la replicacion
del material genético, al tiempo que los cuerpos polares del huso mitético comienzan a
separarse. La yema sigue creciendo durante las fases S, G2 y M, fase esta ultima en la que
tiene lugar 1a separacion de los nicleos, migrando uno de ellos al interior de la yema, y la
formacion del septo entre las células madre e hija. La célula hija posee menor tamaifio que
la célula madre, por lo que debe alcanzar un tamafio critico, durante la fase G1, antes de
poder iniciar un nuevo ciclo de division. Se origina, por tanto, una asincronia entre la
divisiéon celular de las células madres e hijas, durante los sucesivos ciclos de division
vegetativa.

La reproduccién sexual de S. cerevisiae, tiene lugar mediante la fusién de dos
células haploides de tipo sexual distinto, a y o.. Ambas células secretan una feromona
peptidica caracteristica capaz de inducir una parada del ciclo celular vegetativo en la célula
de tipo sexual opuesto, y de desencadenar una serie de procesos celulares orientados a la
fusion celular y nuclear, mediante la formacién de una estructura caracteristica con forma
de pera, denominada shmoo. El nicleo diploide generado, se dirige hacia una yema que se
forma en el puente de unién entre las dos células fusionadas, originando una estructura
trilobulada caracteristica de los zigotos. La nueva yema, se separa del resto de la estructura
por gemacién, en presencia de los nutrientes necesarios, y prosigue un ciclo celular
vegetativo diploide. Por otro lado, en condiciones de limitacién de nutrientes, la yema
separada de la estructura trilobulada lleva a cabo un proceso de meiosis y esporulacion,
generando cuatro ascosporas o formas de resistencia haploides, dos de tipo sexual a y otras
dos de tipo sexual .. Las ascosporas son capaces de germinar, en presencia de nutrientes y
condiciones ambientales adecuadas, comenzando un nuevo ciclo vegetativo.
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5.1.2.2. Secuenciaciéon del genoma de S. cerevisiae

La secuenciacién del genoma completo de S. cerevisiae, ha sido posible mediante
un esfuerzo internacional, en el que han participado unos 600 cientificos de Europa, Norte
América y Japon (Goffeau ef al., 1996, Oliver, 1996a). Es el primer genoma de una célula
eucariotica que ha sido secuenciado completamente, identificandose 5.885 fases de lectura
abiertas (Mewes et al., 1997)".

La informacion obtenida de dicho programa de secuenciacidn, a la que se puede
acceder haciendo uso de las diferentes bases de datos publicas, permite identificar proteinas
esenciales para el metabolismo celular de levaduras, en base a su homologia con proteinas
humanas o de otras especies caracterizadas previamente. Sin embargo, sélamente el 50%
de las proteinas de S. cerevisiae pueden ser clasificadas dependiendo de la similitud de su
secuencia con otras proteinas de funcién conocida. En algunos casos la homologia de sus
secuencias permite predecir las funciones bioquimicas y fisiolégicas de las proteinas con
funcién desconocida. En otras ocasiones, la similitud entre proteinas permite, Ginicamente,
definir su funcidén bioquimica en el caso de que existan dominios proteicos caracteristicos
(Gofteau et al., 1996; Johnston, 1996).

Mas del 25% de las proteinas implicadas como responsables de enfermedades
humanas hereditarias, han revelado una similitud aminoacidica con las proteinas de
levaduras. Dado que el genoma humano codifica para un ntimero elevado de proteinas,
muchas de ellas desconocidas hasta el momento, se ha sugerido la posibilidad de que la
mayoria de las proteinas de levaduras posean homologos en humanos (Oliver, 1997).

El analisis informatico de la prediccién funcional del genoma de levaduras, tiene
gran interés ya que orienta hacia nuevas vias de investigacion y hacia posibles dianas de
interés terapéutico. Sin embargo es necesario corroborar esta informacién mediante
experimentacion en el laboratorio.

5.1.2.3. Analisis funcional del genoma de S. cerevisiae

LLa secuenciacion completa del genoma de S. cerevisiae ha revelado que el 50% de
los genes identificados posee funcion desconocida, debido a la ausencia de similitud entre
las secuencias encontradas y las incluidas en las bases de datos (Goffeau et al., 1996;
Johnston, 1996). Cualquiera de estos genes no identificados de S. cerevisiae, constituye
una potencial diana antifingica, por lo que el conocimiento tanto de la esencialidad como
de la funcionalidad celular de las proteinas que codifican, presenta gran interés para la
blisqueda de nuevos antifingicos.

En la actualidad el estudio de aquellos genes cuya funcionalidad se desconoce se
esta llevando a cabo mediante dos estrategias fundamentales. Una de ellas consiste en la
interrupcion del gen y estudio del fenotipo generado, de manera que se pueda identificar si
el gen es esencial para S. cerevisiae. 1.a segunda estrategia consiste en la caracterizacion de
mutantes condicionales alterados en los genes de funcionalidad desconocida.

La primera estrategia ha sido la adoptada en el proyecto EUROFAN (European
Functional Analysis Network) (Oliver, 1996a), en el que participan 144 laboratorios de 14

' * Las fases de lectura abierta han sido denominadas sistematicamente, con un nombre que indica el
cromosoma en el que estd situado, su localizacion con respecto al centromero de dicho cromosoma y la
cadena de DNA en la que se encuentra ubicado
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naciones europeas. Asimismo otros pafses, como Canada y Japdén, también realizan
trabajos paralelos sobre el estudio de la funcionalidad del genoma de S. cerevisiae. Este
proyecto tiene como primer objetivo realizar la interrupcién de todos los genes de S.
cerevisiae (Oliver, 1996b). Se lleva a cabo mediante el reemplazamiento génico con
construcciones obtenidas por PCR y que poseen marcadores de resistencia. Las cepas con
el gen inactivado son caracterizadas, obteniéndose informacién sobre los procesos que
resultan alterados como consecuencia de la ausencia de la funcion de la proteina estudiada.

El principal problema que posee esta aproximacitn, consiste en la redundancia
existente en el genoma de S. cerevisiae, que suele presentar varias secuencias nucleotidicas
similares e incluso idénticas en el DNA cromosémico (Oliver, 1996b;, Goffeau et al,
1996). Asi, los dos dominios terminales del cromosoma III muestran una secuencia con
homologia considerable entre ellos y con dominios terminales de otros cromosomas como
son el V y el XI. También en el cromosoma II hay algunos genes que ademas de tener
homologias con secuencias de otros cromosomas, son similares a genes del mismo
cromosoma. De esta forma, la alteracion celular producida como consecuencia de la
inactivaciéon o mutacién génica realizada, puede quedar enmascarada mediante la
substitucién de la actividad desaparecida, por la de otra proteina idéntica o de funcién
similar. Con el objetivo de solventar este problema se realiza la delecién de varios genes en
la misma cepa, mediante técnicas recientemente descritas (Guldener et al.,1996).

La informacién obtenida mediante esta aproximacidén, es suministrada en la
direccién opuesta a la tradicionalmente seguida, es decir, se trata de partir de un gen y
llegar al conocimiento de su funcién biologica, en lugar de llegar al gen partiendo del
fenotipo. Resulta una estrategia muy efectiva para el andlisis de genes individuales, pero
resulta muy trabajoso aplicarlo a los miles de genes gue constituyen el genoma de S.
cerevisiae. Recientemente, y con el proposito de agilizar la identificacion de aquellos genes
de funcién todavia desconocida pero implicados en procesos esenciales para la viabilidad y
crecimiento celular, se ha desarrollado la técnica denominada de la “huella genética”
(Genetic Footprinting). Esta técnica permite seleccionar aquellos genes, que tras ser
mutados mediante la insercién del elemento transponible Tyl, generan una poblacion
incapaz de sobrevivir en determinadas condiciones (Smith ef al., 1995). De esta manera, es
posible estudiar de manera econdémica, el papel bioldgico de miles de genes de S.
cerevisiae. La informacion obtenida de esta forma, no puede substituir al estudio individual
de los genes, pero resulta 1til para dirigir la atencion hacia aquellos genes implicados en
procesos particulares de la levadura.

La segunda estrategia, que consiste en la caracterizacion de mutantes condicionales,
ha sido la mas utilizada para los estudios funcionales de diferentes proteinas de S
cerevisiae antes de que finalizara el proyecto Genoma de secuenciacién de esta levadura.
Asi esta estrategia ha permitido identificar y caracterizar genes cuya secuencia no habia
sido descrita previamente. En el momento de iniciar el presente trabajo, que tiene como
objetivo la bisqueda de genes esenciales de S. cerevisiae que pudieran constituir nuevas
dianas antifiingicas, una parte del genoma de S. cerevisiae aiun no habfa sido secuenciado.
Estos genes desconocidos eran de especial interés, ya que ofrecian la posibilidad de
descubrir alguna proteina que pudiera constituir una diana novedosa, y por tanto la
estrategia adoptada en este trabajo deberia facilitar y permitir su identificacion. Los
mutantes condicionales, que mueren o detienen su crecimiento en determinadas
situaciones, estan frecuentemente alterados en genes esenciales (Hampsey, 1997). Ademas
estos mutantes son un arma muy util para realizar un estudio funcional de proteinas
esenciales, ya que son capaces de proliferar en condiciones concretas, a diferencia de los
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mutantes interrumpidos en genes esenciales. Por ambos motivos en este trabajo se ha
adoptado la segunda estrategia y se ha realizado una caracterizacién de diversos mutantes
condicionales, obtenidos aleatoriamente con agentes mutagénicos variados, y seleccionados
en funcién de sus diversas caracteristicas fenotipicas.

5.1.2.4. Mutantes condicionales

Los mutantes condicionales mdas utilizados, son aquellos en los que la proteina
alterada pierde su funcién normal a determinadas temperaturas. Se denominan mutantes
sensibles a la temperatura, ¢ incluyen cepas sensibles al calor, termosensibles, y al frio,
criosensibles (Pringle, 1975). También existen otros tipos de mutantes condicionales de
levaduras, cuyas proteinas alteradas pierden su funcionalidad normal en determinadas
condiciones de fuerza osmdtica del medio, y en presencia de compuestos como etanol,
formamida, D,0, etc. (Hampsey, 1997). Si el mutante condicional es incapaz de mantener
un crecimiento vegetativo prolongado en las condiciones restrictivas, se trata de una
mutacion letal condicional, y el gen y la funcién alterada son consideradas esenciales o
indispensables para la célula.

Obtencion de mutantes condicionales

A pesar de que en algunas situaciones, como es la seleccién de cepas resistentes a
determinadas drogas, basta con el aislamiento de mutantes espontaneos, en general suele
incrementarse la frecuencia de los mutantes mediante el uso de agentes mutagénicos
variados. Numerosos mutagenos y procedimientos mutagénicos han sido empleados con
éxito en levaduras, generando diversos tipos de mutantes condicionales (Pringle, 1975).

En el proceso de inducciéon de mutantes condicionales, deben considerarse los
siguientes aspectos (Pringle, 1975):

- Las cepas utilizadas para la generacion de mutantes deben ser cepas bien
caracterizadas, que muestren buen crecimiento y ausencia de células morfolégicamente
aberrantes en las condiciones restrictivas en que se utilizan.

- Las proteinas codificadas por los genes mutados, deben conservar su
funcionalidad en condiciones permisivas, por lo que las alteraciones génicas no deben ser
demasiado drasticas. De este modo, son preferibles aquellos mutigenos que generan
cambios de bases, en lugar de aquellos que producen grandes deleciones génicas o cambios
en la lectura de los codones.

- La utilizacién de estos agentes mutagénicos, debe ser tal que origine mutaciones
unicas en el genoma de las levaduras, ya que la presencia de mutaciones multiples puede
dificultar el analisis posterior.

- Los procesos mutagénicos y de aislamiento de los mutantes, deben asegurar que
cada mutante posea un origen diferente, y no sean parte de la progenie de otro mutante.

Agentes mutagénicos mas empleados

Los agentes mutagénicos se pueden clasificar segin sea su naturaleza, en agentes
quimicos y en agentes fisicos. Entre los agentes quimicos, los agentes alquilantes como el
etilmetano sulfonato, la nitrosoguanidina, y los desaminantes, como el acido nitroso han
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sido los mas frecuentemente empleados para la obtencion de mutantes condicionales. Entre
los agentes fisicos, la luz ultravioleta, es la que ha generado mejores resultados (Pringle,
1975).

(i) Agentes quimicos:

El etilmetano sulfonato (EMS) induce mutaciones en el DNA, fundamentalmente
mediante transiciones GC—AT. Actia como un agente alquilante, transfiriendo
espontdneamente, grupos alquilicos a los dtomos de nitrégeno en el anillo de las bases del
DNA. La reaccién mas frecuente de alquilacion, tiene lugar en la guanina, originandose
unas estructuras que generalmente aparean de manera diferente a la de la base original, o
bien son incapaces de aparear. Se ha demostrado la presencia de zonas en €] cromosoma de
S. cerevisiae, especialmente sensibles y especialmente resistentes de ser alteradas por este
agente mutagénico (Kohalmi y Kunz, 1988).

La nitrosoguanidina (NG) también es un agente alquilante, que actiia de manera
similar al EMS. Se han detectado zonas en el cromosoma de S. cerevisiae que son
modificadas con mayor frecuencia por este agente que el resto del genoma, asi como
regiones mas resistentes a ser mutagenizadas, al igual que ocurre con el EMS. La NG
induce mas frecuentemente transiciones GC—AT en las guaninas que estan precedidas en
5’ por una purina. En S. cerevisiae, a diferencia de lo que ocurre en E. coli, no existe una
tendencia a la mutacién por NG, en la guanina de las cadenas de DNA no transcritas
(Kohalmi y Kunz, 1988).

La distribucion de las mutaciones inducidas por ambos agentes alquilantes, EMS y
NG, a pesar de mostrar ciertas similitudes, no es idéntica, ya que existen diferencias en
cuanto a la accesibilidad de los agentes a los lugares reactivos del DNA. Asi, se han
detectado mutaciones en determinadas localizaciones de una secuencia genomica,
originadas exclusivamente por uno de estos agentes (Kohalmi y Kunz, 1988).

El 4cido nitroso (NA) es un agente desaminante, capaz de inducir transiciones
AT—->GC mediante la desaminacién de la adenina a hipoxantina, la cual apareard con
citosina, en el siguiente ciclo de replicacion, en lugar de hacerlo con timina. También
origina transiciones GC—>AT, mediante la desaminacion de la citosina a uracilo, que
apareard con adenina, en lugar de hacerlo con guanina (Stanier e? al., 1986).

(ii) Agentes fisicos

La luz ultravioleta (UV) origina la formacién de enlaces covalentes entre restos de
pirimidinas adyacentes en una misma cadena de DNA, constituyendo los dimeros de
pirimidinas. Estos dimeros, distorsionan la forma de la molécula de DNA e interfieren con
el apareamiento normal de las bases. Los errores ocurridos durante los procesos de
recombinacién de las cadenas dafiadas y de reparacién del DNA alterado, son los
responsables de los cambios de las bases originales del DNA, por otras diferentes. Las
mutaciones mas frecuentes son las transiciones GC—AT, que incluyen el 53-66% del total
de las substituciones del DNA (Hampsey et al., 1986; Kunz Haynes, 1981). También se
han detectado transiciones AT—>GC y transversiones en el DNA, como consecuencia de la
mutacion con luz UV (Kunz Haynes, 1981; Hampsey et al., 1986; Lee et al., 1988).
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Se han identificado zonas del DNA especialmente susceptibles a ser mutadas por
este agente fisico. Estas zonas no son las mismas que las que se han detectado como mas
susceptibles de ser mutadas por EMS y NG (Harris y Pringle, 1991).

Aislamiento de mutantes condicionales

La deteccién de aquellas cepas mutadas, capaces de crecer en unas condiciones
permisivas y que son incapaces de hacerlo en las condiciones restrictivas, permite aislar
mutantes interesantes, sin tener un conocimiento @ priori de la naturaleza de sus funciones
celulares alteradas. Estas pueden, en principio, ser la consecuencia de una mutacién en
cualquier proteina que tenga un papel esencial en el crecimiento y viabilidad celular.

La deteccion de los mutantes condicionales, suele realizarse mediante la siembra
directa del cultivo celular sometido a la mutacién, y la comparacion de los crecimientos de
las colonias en las condiciones permisivas y restrictivas. Sin embargo, en los casos en los
que se requieran mutantes condicionales alterados en procesos determinados, deben
utilizarse sistemas selectivos, que incrementen la frecuencia de estos mutantes, y disminuir
asi el nimero de mutantes analizados (Pringle, 1975). Por otro lado, aquellos mutantes
condicionales cuyos genes alterados no estdn directamente relacionados con el crecimiento
vegetativo, no pueden ser detectados mediante la comparacién exclusiva del crecimiento de
las colonias en diferentes condiciones, sino que requieren unas condiciones especificas
para poner de manifiesto su alteracion proteica.

Sin embargo, se han detectado, ciertas limitaciones en el proceso de obtencion de
mutantes condicionales. Por un lado, se conoce la existencia en el genoma de S. cerevisiae
de ciertos genes intrinsicamente resistentes a sufrir mutaciones que originen fenotipos
condicionales. Diversos trabajos (Kaback et al., 1984; Harris y Pringle, 1991; Harris et al,
1992) han demostrado esta limitacion en el cromosoma 1 de S. cerevisiae, cuya incapacidad
de generar mutaciones condicionales se mantiene constante con independencia del agente
mutagénico empleado. Por otro lado, resulta dificil obtener mutaciones letales en los genes
que codifican para proteinas redundantes mediante las técnicas mutagénicas habituales, ya
que la actividad de la proteina alterada se ve compensada por la proteina redundante no
modificada. Ademds, existen ciertas proteinas cuyas caracteristicas estructurales permiten
modificaciones en alguno de sus aminoédcidos sin sufrir cambios importantes en su
actividad, o por el contrario, cualquier modificacion de la secuencia provoca la
inactivacion proteica y la consiguiente muerte celular. Finalmente, la existencia de zonas
en el genoma con susceptibilidad incrementada frente a la accién de ciertos agentes
mutagénicos, asi como la presencia de secuencias genémicas que son mas eficientemente
reparadas, provoca que los mutantes condicionales generados tras la utilizacion de los
agentes mutagénicos de uso comun, no posean una distribucion aleatoria de los genes
mutados. De este modo, predominaran los mutantes con alteraciones condicionales en unos
genes determinados, especialmente susceptibles de ser mutagenizadas de este modo,
mientras que otros genes no habran mutado, o lo habran hecho sin generar mutaciones
condicionales.

Como solucién para incrementar la diversidad de las mutaciones condicionales de
los mutantes analizados, se ha propuesto la realizacion de una seleccién de los mutantes,
tras haber sido sometidos a diferentes condiciones de cultivo. Asi, la utilizaciéon de diversos
criterios de seleccion, como son la ausencia de crecimiento a diversas temperaturas, v en
presencia y ausencia de diferentes compuestos, como sales y otros estabilizadores
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osméticos, ha permitido la identificacién de mutantes condicionales con alteraciones en
genes distintos, a pesar de haber sido generados con los mismos agentes mutagénicos
(Pringle, 1975).

Tipos de mutantes

Dependiendo de las condiciones en las que las mutantes condicionales manifiestan
su mutacién, es posible clasificarlos en diferentes grupos. Los mutantes termosensibles,
criosensibles y los que requieren medios de cultivo iscosmoéticos, han sido algunos de los
mutantes condicionales mas frecuentemente estudiados. Por otra parte, nuevos fenotipos
condicionales recientemente identificados, como la sensibilidad a formamida y a D,0,
podrian aportar nueva informacién sobre la funcionalidad del genoma de S. cerevisige
(Hampsey, 1997).

(i) Mutantes sensibles al calor o termosensibles

Los mutantes termosensibles, son aquellos mutantes en los que la proteina
codificada por el gen mutado se vuelve termolabil a temperaturas que se aproximan al
extremo superior del margen fisiologico del microorganismo, pero mantiene su
funcionalidad en el resto de las temperaturas (Hampsey, 1997). Estos mutantes, han sido
los mutantes condicionales mas utilizados, debido probablemente, a la facilidad de su
manejo, y han permitido la identificacion de gran parte de los genes esenciales descritos
hasta el momento, mediante estudios de complementacion genética.

La obtencién de mutantes condicionales termosensibles como estrategia para el
estudio de nuevos genes esenciales de Newrospora fue sugerida por primera vez por
Horowitz y Leupold, en 1951. Estudios posteriores realizados con bacteriéfagos mutantes
(Campbell, 1961; Epstein ef al.,1963), incapaces de crecer en algunas bacterias, a
determinadas temperaturas y pH extremos, confirmaron este abordaje como método til
para la obtenci6n de informacion acerca de funciones génicas esenciales (Edgar y Lielausis,
1964).

Los primeros genes de S. cerevisiae, caracterizados a partir del estudio de
numerosas colecciones de mutantes termosensibles, fueron los genes implicados en
determinadas funciones especificas de una etapa del ciclo celular, es decir, los genes
denominados CDC (Cell Division Cycle), (Hartwell et al., 1970, Pringle y Hartwell, 1981).
Posteriormente, la caracterizacion de mutantes termosensibles de S. cerevisige, con
fenotipos diversos en las diferentes condiciones restrictivas ensayadas, ha permitido la
identificacién de genes implicados en la mayoria de los procesos celulares.

La existencia de zonas en el genoma, especialmente sensibles a mutar generando
productos génicos termosensibles, y por otro lado la incapacidad de generar proteinas con
esta caracteristica en todos los genes esenciales mutados (Kaback et al., 1984; Harris y
Pringle, 1991; Harris et al., 1992), justifican el interés de la caracterizacién de otros tipos
. de mutantes condicionales para la identificacion de nuevos genes esenciales.

(ii) Mutantes sensibles al frio o criosensibles

Las mutantes sensibles al frio, son aquellos en los que la proteina mutante no es
activa en el minimo margen de la temperatura fisiolégica del microorganismo, pero
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mantiene la funcionalidad a temperaturas mas elevadas. En general la mutacién suele
provocar defectos en el ensamblaje de las diferentes subunidades que constituyen algunas
proteinas, existiendo genes especialmente susceptibles de suftrir este tipo de mutaciones
Hampsey, 1997). Algunas de las proteinas mutadas, que poseen incluso una modificacion
en un Unico aminoacido, presentan sensibilidad al frio y al calor, a pesar de que los genes
especialmente susceptibles de ser mutados de manera criosensible, suelen ser diferentes de
los que presentan mayor sensibilidad a mutar como termosensibles (Pringle, 1975;
Hampsey, 1997).

La caracterizacién de mutantes de S. cerevisiae sensibles al frio, ha permitido
identificar genes esenciales desconocidos con anterioridad, y cuya mutacién génica no
habia sido detectada en colecciones de mutantes sensibles al calor (Moir er al., 1982;
Strauss y Guthrie, 1991; Noble y Guthrie, 1996). De este modo, ha quedado demostrada la
eficiencia del estudio de este tipo de mutantes, para la identificacién de genes implicados
en procesos celulares esenciales.

(ii1) Mutantes que requieren protectores osmoticos

Los mutantes que requieren protectores osméticos manifiestan su fenotipo alterado
en todos los medios de cultivo que no son isoosmoéticos con su interior cefular. Se han
descrito numerosos mutantes de este tipo en S. cerevisiae, cuyos genes mutados participan
de una manera indirecta, en su mayoria, en la sintesis de la pared y membrana plasmatica
celular. Estos mutantes tienen alterada la barrera osmotica entre €l citoplasma y el medio
externo, y se lisan debido a fenomenos de turgencia, excepto en medios estabilizados con
sorbitol, sacarosa, o con solutos iénicos, como cloruro potdsico, que mantienen a la célula
€n un entorno isoosmaotico.,

Ademds de los mutantes de S. cerevisiae, cuyo fenotipo mutante se expresa en
medios que carecen de estabilizadores osmoticos de manera independiente de la
temperatura (Levin y Bartlett-Heubusch, 1992; Paravicini et al. 1992), también se han
descrito frecuentemente mutantes, en los que este fenotipo esta asociado a una sensibilidad
al calor (Irie et al., 1993; Martin et al 1993).

(iv) Mutantes sensibles a etanol

Los mutantes sensibles a 6% de etanol en medios ricos como YPD presentan
mutaciones en genes muy diversos. Aproximadamente un tercio de este tipo de mutantes
son también termosensibles, por lo que la sensibilidad al etanol y al calor podria ser
originada por el mismo mecanismo. Hasta el momento, los estudios realizados parecen
indicar que estas mutaciones originan modificaciones en la estabilidad de las proteinas
alteradas (Hampsey, 1997).

(v) Mutantes sensibles a formamida

Los mutantes sensibles a 3% de formamida en el medio rico YPD también son
frecuentemente termosensibles, por lo que la causa de ambas sensibilidades podria ser
parecida. Sin embargo, debido a que el 30% de este tipo de mutantes carece de otro
fenotipo detectado hasta ¢l momento, la sensibilidad a 3% de formamida es considerado
como un fenotipo condicional nuevo (Hampsey, 1997).
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(vi) Mutantes sensibles a D,O

Este tipo de mutantes son incapaces de crecer en un medio minimo con 90% de
D,0, como consecuencia de la alteracion de la conformacion de algunas proteinas. Estos
mutantes son generados tan frecuentemente como los termosensibles, y en su mayoria
carecen de otro fenotipo condicional (Hampsey, 1997).

Caracterizacién de mutantes condicionales

La caracterizacion fenotipica de los mutantes condicionales permite obtener
informacién acerca de los procesos metabdlicos o estructuras alteradas como consecuencia
de la mutacién proteica, lo cual puede orientar sobre la funcionalidad de la proteina
modificada. Ademas la clasificacién de los mutantes en grupos de complementacion,
permite identificar mutantes defectivos en genes ya conocidos y que no habian sido
detectados en una primera caracterizacion fenotipica, debido a que presencia de mutaciones
adicionales en el genoma puede provocar cambios en el fenotipo del mutante, o a que la
existencia de diferentes mutaciones en la misma proteina también puede provocar
diferentes modificaciones de su actividad.

5.1.3. Obtencion de dianas

Para la realizacién de los ensayos de screening (bisqueda de inhibidores) es
necesario disponer de cantidades grandes de las proteinas que constituyen las dianas
antifungicas. La utilizacion de la tecnologia recombinante del DNA permite obtener estas
proteinas de una manera relativamente sencilla y con una pureza suficiente para que
puedan ser utilizadas en los ensayos in vitro. En la actualidad, gran parte de estas proteinas
son expresadas en microorganismos como E. coli y S. cerevisiae en forma de proteinas de
fusion, es decir, unidas a un epitopo que facilita su purificacién. Diversos epitopos han sido
utilizados para llevar a cabo la purificacion de las proteinas obtenidas (Sassenfeld, 1990).
Algunos de ellos, como los residuos de poliarginina, polilisina y polifenilamina permiten la
purificacién proteica mediante cromatografia de intercambio iénico. Otros, como la
proteina A de Staphilococcus, la glutation-S-transferasa (GST) de Schistosoma japonicum
y el dominio C-terminal de la enzima N-acetilmuramoil-L-alanil-amidasa (ClytA) de
Streptococcus pneumoniae permiten la purificacion de la proteinas de fusién mediante
cromatografia de afinidad. La utilizacién del dominio ClytA, permite la purificacién en un
nico paso de las proteinas fusionadas a este marcador, de una manera econOmica y
selectiva, mediante cromatografia a través de una columna de dietil-amino etanol (DEAE)
(Sanchez-Puelles ef al., 1992).

La expresién en levaduras resulta de gran interés para la obtencién de proteinas
heterologas, ya que estos microorganismos poseen la maquinaria subcelular capaz de
realizar las modificaciones postraduccionales de las proteinas tipicas de organismos
eucariotas. Asimismo el avance tecnolégico en cuanto a su manipulaciéon genética ha
posibilitado su empleo en aquellos casos donde la expresion en E coli no esta
recomendada (Buckholz y Gleeson, 1991). S. cerevisiae ha sido la primera levadura
utilizada con este propdsito, sin embargo, recientemente han comenzado a utilizarse
levaduras alternativas, como Pichia pastoris y Hansenula polymorpha, que presentan
ventajas, ya que permiten introducir un grado menor de glicosilacién en las proteinas y
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poseen promotores fuertes inducibles que mejoran el nivel de expresién y regulacion de la
misma.

El epitopo que permite la purificacién de la proteina de fusion, debe ser eliminado
mediante la digestion con diferentes enzimas, que también son elegidas segin las
caracteristicas proteicas con el fin de evitar hidrdlisis inespecificas.

El proceso de expresién y purificacién de dianas, se realiza en primer lugar en
volimenes pequefios, que permitan establecer las condiciones Optimas para el proceso, y
posteriormente el escalado a grandes volimenes para obtener las cantidades necesarias de
las proteinas.

5.2. Colecciones de compuestos

Otro de los elementos basicos en el proceso de descubrimiento de nuevos farmacos
antifingicos, son las colecciones de compuestos cuya actividad frente a la diana elegida
pueda ser evaluada in vitro. Las demandas actuales de la industria farmacéutica, que
presionan para incrementar el numero de farmacos y la rapidez de su salida al mercado,
obligan a ensayar un numero elevado de compuestos muy diversos con objeto de
incrementar las posibilidades de encontrar alguno que presente actividad frente a la diana
elegida.

Se han desarrollado diversas estrategias que permiten incrementar la diversidad y la
cantidad de los compuestos a ensayar (Petsko, 1996). Por un lado, el aislamiento de
compuestos naturales procedentes de microorganismos, plantas y animales poco
estudiados, asi como de microorganismos manipulados genéticamente, y que forman parte
de las colecciones de productos naturales, tiene gran interés en cuanto a la biodiversidad de
las moléculas que contienen. Por otro lado, la utilizacién de colecciones de productos
puros, permite identificar nuevas actividades de compuestos ya conocidos, frente a dianas
no ensayadas previamente. Ademas, las recientemente creadas colecciones de productos
sintetizados mediante quimica combinatoria, aportan multitud de compuestos, en un
periodo de tiempo menor al necesario para la obtencién de productos naturales.

5.2.1. Colecciones de productos naturales

Las colecciones de productos naturales, constituidas por miles de extractos
procedentes de la fermentacién de microoganismos, asi como de extractos de plantas y
animales, han permitido la identificacién de la mayoria de los productos que se encuentran
actualmente en el mercado (Demain, 1998). Los compuestos que integran estas colecciones
son muy variados, y poseen estructuras muy complejas y diferentes. Sin embargo, es
necesario un incremento continuo de estas colecciones, que se estd llevando a cabo
mediante diversas aproximaciones, como son: (1) el aislamiento y estudio de organismos
productores de compuestos naturales, que no hayan sido caracterizados previamente, (ii) la
modificacion de las condiciones de cultivo con el fin de incrementar la variabilidad de los
metabolitos generados por los microorganismos y (iii} la manipulacién genética de los
organismos productores.

(i) El incremento de la biodiversidad de los organismos productores ha dirigido la
bisqueda de nuevos microorganismos hacia hébitats no explorados, como son los
acimulos de algas, los sedimentos marinos, las profundidades de los océanos, asi como en
los animales marinos (Fenical, 1997). Se han buscado plantas desconocidas en regiones
exoticas e inexploradas, y se han estudiado insectos e invertebrados marinos, como
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posibles productores de nuevos productos naturales (Verdine, 1996). Por otro lado, tiene
interés el aislamiento de organismos cuyos habitats de crecimiento hayan sido sometidos a
cambios bruscos, debido a que los procesos de estrés sufridos podrian haber originado
mutaciones y recombinaciones genéticas que hayan generado nuevas enzimas biosintéticas,
y por tanto, sintetizado compuestos organicos nuevos. Sin embargo, esta aproximacion
posee una limitacién importante, ya que solamente el 1-5% de los microorganismos pueden
ser cultivados en las condiciones habituales de laboratorio (Seow et al.,1997).

(ii) La posibilidad de incrementar la diversidad metabélica mediante la utilizacion
de diferentes condiciones de cultivo, es consecuencia de la extremada variabilidad de los
productos naturales sintetizados por un mismo microorganismo segun las caracteristicas
del medio en el que se encuentran. Por este motivo, se suele realizar el crecimiento de cada
uno de los microoganismos ensayados en diversos medios de cultivo y en diferentes
condiciones de fermentacién, para aumentar asi las moléculas sintetizadas (Yarbrough,
1993).

(iii) La aplicacién de las técnicas gensticas y de biologia molecular, ha generado
expectativas sobre la posible utilizacién de las rutas metabolicas de los microorganismos
que no pueden ser cuitivados en el laboratorio. De este modo se han desarrollado sistemas
que permiten clonar el DNA de los organismos no cultivables, o el DNA de muestras
ambientales, en vectores que facilitan la transferencia y expresion de rutas metabdlicas para
la biosintesis de productos naturales, en un organismo de utilizacién industrial bien
caracterizado, como Streptomyces lividans (Chmurny, 1997; Sherman, 1997). Por otro
lado, el proceso de recombinacion del DNA de organismos cultivables con rutas
biosintéticas caracterizadas y el DNA aislado de muestras ambientales y de organismos no
cultivables, podria originar modificaciones en las rutas conocidas y generar moléculas
nuevas (Chmurny, 1997).

Ademas, la clonacién de grupos de genes que codifican enzimas implicadas en la
biosintesis de un producto natural determinado, denominados operones biosintéticos,
permite la transferencia de una ruta biosintética del organismo productor natural a otro
organismo de utilizacién industrial, con una posible modificacion del producto final
sintetizado que aumente la diversidad. Por otro lado, la manipulacién de los genes del
operén biosintético, mediante translocaciones y deleciones génicas, e incluso mediante la
incorporacién de genes que codifican para otras enzimas, permite generar productos finales
distintos. Esta aproximacién, concebida inicialmente para mejorar la actividad de
compuestos conocidos, mediante la modificacion de alguno de sus radicales, ha sido
propuesta como via posible para la obtencién de compuestos naturales con estructuras
nuevas (Verdine, 1996).

Por otro lado, las técnicas utilizadas para el aislamiento de los productos naturales
pueden limitar la variabilidad de los compuestos obtenidos. Debido a la gran variabilidad
en la naturaleza de los compuestos naturales, deberian utilizarse diversas técnicas
conjuntamente con el objetivo de incrementar la diversidad de los compuestos aislados. Sin
embargo, el elevado volumen de muestras procesadas hace que ésto no sea factible y quede
limitado a la utilizacion de un numero reducido de métodos, que son elegidos dependiendo
de la naturaleza de la muestra y del ensayo a realizar (Yarbrough, 1993).

45



Introduccién

5.2.2. Colecciones de compuestos puros

Las colecciones de compuestos puros suelen ser colecciones privadas de
laboratorios farmacéuticos, que estin integradas por un nuimero considerable de
compuestos quimicos de estructura conocida. La utilizacién de estas colecciones permite
investigar actividades no descritas de compuestos conocidos. La limitacién de estas
colecciones viene determinada por el nimero de compuestos que la integran, y sin embargo
presenta la ventaja de que en el caso de que alguno de sus componentes se comportara
como activo frente a la diana ensayada, la identificacion del compuesto resultaria
inmediata.

5.2.3. Colecciones de compuestos obtenidos por quimica combinatoria

La utilizacién de la quimica combinatoria, permite disponer de un nimero elevado
de compuestos sintéticos y semisintéticos de estructuras diferentes, en un tiempo mas corto
que los métodos basados en la extraccion de sustancias naturales (Petsko, 1996), si bien,
los compuestos sintetizados de esta forma, poseen estructuras mas simples. La quimica
combinatoria esta basada en la combinacién aleatoria, de un grupo de elementos
estructurales bdsicos seleccionados, de manera que el nimero de compuestos obtenidos
aumente exponencialmente, mientras que el nimero de los elementos requeridos se eleve
solo de manera aritmética (Hogan, 1996; Michelet y Héléne, 1997). La quimica
combinatoria, ademas de generar compuestos de estructuras quimicas novedosas para
ensayar frente a una diana, permite modificar moléculas de actividad ya conocida, para
mejorar su actividad y propiedades farmacocinéticas (Hogan, 1996).

Las aproximaciones para obtener librerias combinatorias han evolucionado en los
ultimos afios, desde las primeras librerias peptidicas en fase sélida o solubles (Pinilla et al.,
1995; Blondelle y Houghten, 1996), en las que se obtenia una mezcla de compuestos
opcionalmente asociados a un soporte sélido, a métodos que producen librerias de
compuestos puros de estructuras quimicas conocidas o desconocidas, dependiendo del
sistema utilizado en su sintesis (Michelet y Héléne, 1997; Plunkett y Eilman, 1997).

La quimica combinatoria también presenta limitaciones, ya que las moléculas
sintetizadas de esta forma poseen estructuras relativamente sencillas. Ademas, existen
algunas reacciones quimicas que solamente pueden ser llevadas a cabo por enzimas,
resultando imposible su obtencion mediante este sistema.

En la actualidad los laboratorios farmacéuticos tienden a utilizar en paralelo los tres
tipos de colecciones, ya que aunque inicialmente parecia que la quimica combinatoria iba a
desplazar a los compuestos naturales y a las colecciones de compuestos puros por su
rapidez en la obtencion de compuestos diversos, la limitacién en cuanto a las estructuras
generadas por este sistema ha resaltado la importancia de la utilizacién conjunta de otro
tipo de compuestos (Whitehead, 1998). Los productos naturales procedentes de
microorganismos, plantas y animales poco estudiados, asi como de microorganismos
manipulados genéticamente, son los que ofrecen una mayor biodiversidad en sus
moléculas. Sin embargo, tanto los procesos de obtenciéon de estos compuestos como la
identificacion del compuesto activo en las mezclas de compuestos ensayadas, son procesos
largos y laboriosos. Por el contrario, la utilizacién de colecciones de productos puros
permite la identificacion inmediata del compuesto activo, resultando innecesarios los
complicados procesos de aislamiento e identificacion estructural de la molécula activa. Sin
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embargo estas colecciones suelen resultar insuficientes por estar limitadas por el nimero de
compuestos que las integran.

5.3. Compuestos disefiados de manera racional

Una nueva aproximacion aplicada recientemente por la industria farmacéutica para
la obtencion de compuestos activos, consiste en el disefio racional de moléculas segin los
conocimientos obtenidos del estudio de la diana sobre la que deberian actuar (Blundell,
1996; Teutsch, 1997).

El conocimiento de la estructura tridimensional de mas de 4.000 proteinas, ha sido
posible gracias al rapido desarrollo durante la ultima década, de la cristalografia y de la
resonancia magnética nuclear. Algunas de estas proteinas u otras con estructuras similares
a las ya caracterizadas, podrian constituir dianas claves para drogas con actividad
antifungica, por lo que el disefio racional de moléculas que posean una estructura capaz de
unirse a la supuesta diana, podria permitir el desarrollo de farmacos que nunca hubieran
surgido de las técnicas convencionales. Sin embargo, aunque la unién tedrica puede ser
establecida mediante analisis estructurales, la actividad in vitro no puede ser asegurada
mediante esta técnica (Blundell, 1996).

Ademas el conocimiento tridimensional de las dianas con las que interaccionan los
compuestos de actividad conocida, permite disefiar diversas moléculas con pequefias
modificaciones estructurales para tratar de conseguir una mejora de su actividad (Blundell,
1996; Teutsch, 1997).

En la actualidad se encuentran en proceso de evaluacién para conocer su posible
uso terapéutico, algunos antifingicos disefiados racionalmente capaces de inhibir la 2,3
escualeno 6xido ciclasa (Jolidon et al., 1993), la A% esterol metil transferasa (Oehlschlager
y Czyzewska, 1992), asi como la H ATPasa de membrana plasmatica (Monk y Perlin,
1994).

5.4. Ensayos utilizados en la busqueda de compuestos activos

Los ensayos utilizados para la seleccion a gran escala de compuestos activos que
presentan actividad frente a la diana de interés, son denominados ensayos de high-
troughput screening (HTP) (Broach y Thorner, 1996).

Este tipo de ensayos deben cumplir las caracteristicas indicadas a continuacién. Por
una parte, deben permitir el analisis de numerosas muestras de una forma simple y
automatizada, con un gasto pequefio de muestras y reactivos. Los ensayos a gran escala
presentan el inconveniente de requerir grandes cantidades de las dianas en estudio, que
generalmente son poco abundantes de forma natural. Sin embargo, y como se ha
comentado con anterioridad, la utilizacion de técnicas de ingenieria genética permite, en
muchas ocasiones, obtener las cantidades necesarias de enzimas para la realizacion de estos
ensayos. Por otra parte, los ensayos deben disefiarse y optimizarse de manera que permitan
seleccionar los compuestos de interés, con una pérdida minima de compuestos activos
(falsos negativos) y evitando una seleccién excesiva de compuestos carentes de interés
(falsos positivos) (Yarbrough et al., 1993).
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(1) Analisis de un mimero elevado de muestras

La posibilidad de encontrar compuestos activos frente a una diana, estd
directamente relacionada con el nimero de muestras ensayadas, por lo que tienen interés
los ensayos que permiten analizar la actividad de un gran niimero de compuestos en- el
menor tiempo posible. La utilizacién de robots permite realizar miles de ensayos al dia,
siempre que €stos sean lo suficientemente sencillos para que puedan ser automatizados
facilmente. Los resultados obtenidos de los ensayos son analizados mediante programas
informdticos adecuados (Broach y Thorner, 1996).

(i1) Sensibilidad de los ensayos

Los ensayos deben ser lo suficientemente sensibles para detectar sustancias activas
que se encuentran en bajas concentraciones en los extractos crudos de la fermentacién, asi
como compuestos con una actividad intrinseca baja. El grado de sensibilidad suele variar
segln las caracteristicas del ensayo, resultando muy sensibles aquellos en los que se
utilizan técnicas de union a radioligandos, transduccion de sefiales e incluso la mayoria de
los ensayos de inhibicion enzimatica.

(iii) Selectividad de los ensayos

Los ensayos deben configurarse de tal manera que sea posible eliminar los faisos
positivos, es decir, los compuestos no activos frente a la diana pero que muestran sefial
inespecifica en el ensayo, y disminuir al maximo los falsos negativos, que son los
compuestos activos frente a la diana, pero que no son detectados en el ensayo.

Se pueden diferenciar dos tipos de ensayos de screeming dependiendo de la
utilizacién bien de dianas aisladas del resto de los componentes celulares, o bien de células
completas. Los ensayos que utilizan dianas aisladas y purificadas son preferidos para
realizar ensayos con un elevado nimero de muestras, ya que tanto la realizacién del ensayo
como su interpretacion, son mas facilmente automatizables que aquellos que utilizan
células enteras. Se han disefiado muchos ensayos de elevado rendimiento, para la busqueda
de inhibidores de enzimas aisladas, como son la 1,3-B glucano sintetasa, 2 3-escualeno
6xido ciclasa, A" esterol reductasa y A®-A7 esterol isomerasa (Ryley y Barrett-Bee, 1992).
Sin embargo, la actividad frente a una enzima aislada no es garantia de que presente
actividad sobre las células intactas, ya que existen barreras de permeabilidad, mecanismos
de transporte y metabolismo que pueden dificultar el acceso del compuesto activo hasta la
diana localizada en una célula. Por este motivo, todos aquellos compuestos que muestran
actividad frente a las enzimas aisladas, son posteriormente ensayados sobre células enteras
para verificar su comportamiento.

Los ensayos con c€lulas enteras, requieren procesamientos € interpretaciones més
minuciosas, por lo que su automatizacién resulta mas complicada. Estos ensayos han sido
tradicionalmente utilizados para la busqueda de compuestos activos, y han permitido la
identificacion de algunos de los antifingicos de uso terapéutico actual, como son la
anfotericina B, la nistatina, y la griseofulvina. El material de partida para el ensayo son las
c€lulas enteras, por lo que no es necesario realizar la extraccion y la purificacién de la
diana, y ademds, el resultado obtenido, revela informacién sobre la capacidad del
compuesto para penetrar en la célula y alcanzar su lugar de accion.
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Tras una primera aproximacién en la busqueda de compuestos activos en las
colecciones de compuestos disponibles, se seleccionan todos aquellos que hayan mostrado
actividad en estos ensayos, denominados screening primario, mediante el empleo de un
soporte informético adecuado. Estos compuestos deben confirmar su actividad en las
repeticiones sucesivas del mismo ensayo, para que sean considerados como compuestos
potencialmente activos. A continuacién, se realizan unos ensayos para conocer la
especificidad de la actividad de los compuestos seleccionados, mediante el estudio de su
actividad frente a dianas homoélogas, que suelen ser de mamiferos. Estos ensayos son
denominados screening secundario y permiten eliminar aquellos compuestos cuya
actividad no sea especifica frente a la diana seleccionada.

En el caso de que los compuestos activos seleccionados formen parte de una
coleccién de productos naturales, deben obtenerse nuevamente los compuestos, de la
misma manera que los que se han mostrado activos, y valorar si reproduce su
comportamiento inicial. La reconfirmacién de la actividad, define el interés por esta
sustancia, y se llevan a cabo unas mejoras en los procesos de obtencién de estos
compuestos.

5. 5. Identificacion del compuesto activo

La elucidacion de la estructura quimica de los compuestos activos permite
averiguar, mediante busquedas en las bases de datos existentes, si la molécula es novedosa
o por el contrario ya habia sido caracterizada, y si existe un conocimiento previo sobre su
actividad frente a la diana ensayada. Ademds, el conocimiento de su estructura quimica
aporta informacion sobre su posible utilizacion terapéutica, en cuanto a la posesion de
radicales toxicos o dominios facilmente degradables en el organismo. La identificacion del
compuesto activo debe realizarse lo mas rapidamente posible, siendo sencillo e inmediato
en el caso de tratarse de compuestos puros, pero presenta mayor dificultad si se trata de
mezclas de compuestos, como en el caso de los productos naturales procedentes de
fermentaciones de microorganismos, de plantas y animales, o de los compuestos obtenidos
por quimica combinatoria. En estos casos, es necesario un fraccionamiento previo de las
muestras ensayadas para tratar de separar cada uno de los compuestos integrantes. Para ello
se utilizan las técnicas de extraccidn, destilacién, adsorcion o ultracentrifugacion para
separar los compuestos segin sus caracteristicas. De esta manera, a partir de la muestra
activa, se obtienen diversas fracciones que corresponden a mezclas de compuestos, y cuya
actividad frente a la diana es nuevamente ensayada, para determinar cudl es la que presenta
actividad (Yarbrough, 1993). El aislamiento del compuesto puro de la fraccion activa, se
consigue mediante la utilizacién de técnicas cromatograficas como son las de soporte
s6lido, cromatografias liquido-liquido y cromatografia liquida de alta presion (HPLC), o
por precipitaciéon, o con métodos eléctricos como electroforesis, electrodidlisis e
isoelectroenfoque.

La elucidacion estructural del compuesto activo se realiza mediante andlisis
espectroscopicos. Los espectros de absorcion de luz ultravioleta y de infrarrojo, permiten la
deteccidn de los grupos cromédforos de la molécula y la identificacién de algunos de sus
grupos funcionales, respectivamente. El peso molecular del compuesto en estudio asi como
su formula empirica, son calculados mediante la espectrometria de masas. Finalmente, los
datos obtenidos mediante la espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) sobre
las caracteristicas de algunos de los elementios de la molécula, y la cristalizacién del
compuesto activo para el estudio por difraccidn de rayos X, permiten elucidar su estructura.
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5.6. Ensayos preclinicos

Los compuestos activos, que tras la elucidacién de su estructura quimica son
considerados de interés como posibles drogas antifingicas de uso terapéutico, son
sometidos a diversos estudios, denominados ensayos preclinicos, orientados a caracterizar
la molécula activa y mejorar sus propiedades en cuanto a potencia, espectro de accién y
selectividad. En estos ensayos, las moléculas activas identificadas, son sometidas a
numerosas modificaciones estructurales para conseguir una mejora de la potencia y de la
selectividad antifingica. Estas modificaciones pueden realizarse de manera aleatoria o bien
de manera dirigida, dependiendo del conocimiento que se posea sobre su mecanismo de
accion y de la diana con la que interacciona directamente. La actividad de los compuestos
activos 1dentificados asi como de sus derivados, es evaluada frente a una pequefia
coleccion de hongos patdgenos in vitro y en modelos animales, seleccionando tinicamente
aquellos que se muestren activos en ambos tipos de ensayos. Estudios adicionales de
farmacocinética, biodisponibilidad y toxicidad del compuesto, asi como la evaluacion de su
actividad fungicida o fungiestitica, y la capacidad para desarrollar resistencias en los
hongos patoégenos, son necesarios para establecer las dosis que deben ser utilizadas en el
tratamiento de las infecciones fingicas en humanos.

Espectro de accién del antifingico

El espectro antifingico de un compuesto es evaluado in vitro de la misma manera,
tanto si se trata de un producto natural como sintético. Los tres métodos basicos utilizados
en este tipo de ensayos son, dilucién en agar, difusion en agar y dilucién en caldo, en los
que se analiza la actividad de los compuestos seleccionados frente a diversos hongos
patogenos, como son C. albicans, A. fumigatus, C. neoformans, H. capsulatum y B.
dermatidis. Muchos compuestos que se muestran activos en los ensayos con las dianas
aisladas, no presentan actividad antifungica sobre células enteras, debido a dificultades de
penetracion a través de la pared y membrana o degradacion del compuesto antes de
alcanzar la diana. Solamente aquellos compuestos, que en bajas concentraciones inhiben el
crecimiento de uno o varios hongos, son seleccionados para ensayos en animales.

Las mismos hongos patdgenos usados en los ensayos de actividad antifiingica in
vitro, suelen ser utilizados para los ensayos en animales. El test de proteccién del ratén
(Richardson ef al., 1985), permite relacionar los datos previamente obtenidos de actividad
antifingica in vitro frente a diferentes hongos y la eficacia del antifiingico en el tratamiento
de infecciones producidas por los mismos agentes patdgenos. Los ratones son inoculados
por via intravenosa con C. albicans en dosis letal para los animales, y los compuestos cuya
actividad se desea conocer, son administrados en diferentes concentraciones por via oral,
subcutdnea, intraperitoneal e intravenosa. La Dosis Efectiva 5o (dosis de producto capaz de
prevenir la muerte en el 50% de los animales, expresada en mg de producto por kg de
animal tratado), es calculada en aquellos compuestos capaces de alargar la supervivencia
de los ratones de manera reproducible. El modelo es simple y requiere pequefias cantidades
del compuesto a ensayar segun la ruta de administracion, sin embargo es artificial ya que la
actividad del compuesto se mide en funcion del balance entre Ja vida y la muerte en una
infeccion muy aguda. Por otro lado, el uso de los animales en experimentos que finalizan
con su muerte es muy controvertido.

50



Introduccién

La evaluacion de la eficacia del compuesto en el tratamiento de infecciones
fimgicas localizadas a nivel superficial, en determinados érganos, o diseminadas, se realiza
mediante diferentes modelos animales. Los criterios utilizados para el disefio de estos
modelos comprenden: (i) Seleccién de un patogeno virulento susceptible in vitro al
compuesto analizado; (ii} Tratamiento de los animales con un agente antifingico de
eficacia clinica demostrada, que sirva como control positivo a la dosis en que resulta eficaz
en humanos; (iii) Los criterios de eficacia no deben ser demasiado rigidos ni excesivamente
permisivos; (iv) Los resultados deben ser reproducibles; (v) La eficacia debe ser verificada
de manera estadistica. Se han desarrollado los modelos animales de infecciones multiples
(Ryley 1990; Ryley 1992), en los que un mismo animal padece infecciones en distintas
localizaciones de su cuerpo, producidas por agentes patégenos diferentes. Se han llegado a
conseguir animales con cuatro infecciones distintas, como son los ratones con vaginitis e
infeccién sistémica no letal por C. albicans, infeccién superficial por Trichophyton
quinckeanum, e infeccién respiratoria por C. neoformans. Estos modelos permiten la
evaluacion de la actividad antifingica de un compuesto frente a diversos hongos patogenos
en un mismo lote de animales. Ademds, el seguimiento de la evolucién de estas infecciones
en animales tratados, permite obtener informacién acerca de la potencia antifingica del
compuesto analizado. Los ensayos son sencillos de realizar, y aunque requieren la
utilizacién de mayores cantidades de compuestos, los resultados obtenidos son mas
realistas, ya que simulan infecciones crénicas. Ademas, el uso de infecciones no letales es
éticamente mas aceptable (Ryley, 1990).

En general, existe una pequefia correlacion entre los resultados de sensibilidad in
vitro y los resultados obtenidos en animales, ya que las caracteristicas farmacocinéticas del
compuesto pueden modificar considerablemente la proporciéon del compuesto que se
mantiene activo en estos ultimos modelos. Por este motivo, el conocimiento de la
farmacocinética del compuesto, junto con otras caracteristicas, como tipo de accion
fungicida o fungiestdtica sobre los hongos, induccién de resistencias y toxicidad, son
necesarias para poder relacionar ambos resultados, y establecer la posologia adecuada para
el tratamiento de las infecciones fingicas (Debono y Gordee, 1990).

Caracteristicas farmacocinéticas

El antifingico ideal, seria aquel compuesto que pudiera ser administrado de manera
oral una vez al dia, y fuera capaz de alcanzar niveles terapéuticos en sangre, en diversos
tejidos y en sistema nervioso central, para poder actuar sobre infecciones fungicas
invasivas, o en orina y secreciones, para el tratamiento de las infecciones topicas. Estas
propiedades dependen directamente de las caracteristicas farmacocinéticas del compuesto.

La absorcién oral de un compuesto varia segin su solubilidad en agua y peso
molecular. Aquellos compuestos poco hidrosolubles y de elevado tamafio se absorben con
dificultad, resultando eliminada una porcion variable del compuesto administrado, como
ocurre con la anfotericina B e itraconazol. La fraccién absorbida y localizada en la sangre,
puede ser degradada en el higado de una manera parcial o total, como los primeros
imidazoles descubiertos, con lo que disminuye la cantidad de compuesto activo. La
afinidad por las proteinas plasmaticas sanguineas y tisulares, debe tenerse en cuenta, ya que
una elevada afinidad disminuye de manera importante la cantidad de droga disponible.
Ademés, dependiendo de su afinidad por los lipidos, puede quedar retenida en membranas
y tejidos que no sean los lugares donde esta localizada la infeccion, con lo cual los niveles
de droga circulante son mucho menores. Finalmente, puede que sea metabolizada en una
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proporcién importante o sea excretada por orina, por lo que la concentracion de compuesto
activo varie con el tiempo, y deba ser administrado repetidas veces para mantener los
niveles efectivos. Por este motivo, la potencia relativa de un agente antifingico in vitro
puede quedar anulada en los modelos animales, como consecuencia de su farmacocinética
(Tarbit, 1990).

Accién fungicida y fungiestaitica

Se prefieren los farmacos fungicidas, que sean capaces de eliminar la presencia del
hongo, frente a los fungiestaticos, que solamente inhiben su crecimiento, ya que una vez
que los hongos dejan de estar en contacto con agentes de este ultimo tipo, podrian
continuar su crecimiento, en el caso de no haber sido destruidos totalmente por el sistema
inmunitario del huésped. En algunas ocasiones, como en el caso de la anfotericina B y de
las morfolinas, la accién de un compuesto sobre el hongo estd relacionado con la dosis
utilizada, de manera que a dosis inferiores se comporta como fungiestatico, y a dosis mas
elevadas actua como fungicida (Polak, 1988; Reynolds, 1996).

Modo de accidon

La identificacién de los mecanismos de interaccion del compuesto con el hongo,
permiten modificar su estructura quimica para mejorar la actividad antifingica y aumentar
su espectro de accion, y posiblemente asociarlo a otros antifingicos que actiien de manera
similar o diferente, para conseguir un efecto sinérgico sobre el agente patégeno (Debono y
Gordee, 1990).

Desarrollo de resistencias

El anélisis del comportamiento de los hongos patdgenos frente a concentraciones
subinhibitorias del compuesto activo, y durante largos periodos de tiempo, permite evaluar
la capacidad del compuesto antifungico para generar resistencias. Debe evitarse la
utilizacion de los compuestos frente a los cuales aparecen ficilmente resistencias, asi como
aquellos que presentan reacciones de resistencia cruzadas con otros ya conocidos (Debono
y Gordee, 1990).

Formulacion

La formulacion farmacéutica del compuesto activo, tiene un efecto importante en la
eficacia final del compuesto. La mejora de su absorcion oral, puede conseguirse mediante
la modificacion del excipiente, como en el caso de la griseofulvina, cuya eficacia depende
de la formulacion farmacéutica utilizada (Hanel y Ritter, 1990). También puede
conseguirse una disminucién de la toxicidad del compuesto sin modificar su actividad
antifungica, como en el caso de las nuevas formulaciones lipidicas de la anfotericina B, ya
comentadas previamente en este trabajo.

Toxicidad

La capacidad para producir efectos tdxicos sobre los animales ensayados, es un
factor clave en el desarrollo de un farmaco. Todos aquellos compuestos que produzcan
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toxicidad aguda, tras la administracién de una sola dosis, o crénica, tras dosis repetidas
durante tiempos prolongados, son eliminados del estudio. Los ensayos se realizan en dos
especies de mamiferos diferentes, como son el perro y la rata, y se evaluan diversos efectos
como son la toxicidad producida sobre los fetos, el poder carcinogénico en los diferentes
tejidos, y alteraciones de la fertilidad del animal. Ademaés de los ensayos clasicos con
animales, se han disefiado ensayos in vitro que utilizan bacterias y cultivos celulares para
detectar los efectos mutagénicos del compuesto analizado (Flint y Boyle, 1990; Tarbit ez
al., 1990).

5.7. Ensayos clinicos

Los compuestos activos que han manifestado un comportamiento adecuado en los
ensayos con animales, son sometidos a la evaluacion de su actividad en humanos, mediante
los denominados ensayos clinicos. Estos ensayos, se pueden definir de acuerdo con el
articulo 59 de la Ley 25/1990 del Medicamento, como la evaluacion experimental de una
sustancia o medicamento a través de su aplicacion a seres humanos, orientada hacia alguno
de los siguientes fines:

- Poner de manifiesto sus efectos farmacodinamicos o recoger datos referentes a su
absorcidn, distribucién, metabolismo vy excrecion en el organismo humano.

- Establecer su eficacia para una indicacién terapéutica, profildctica o diagndstica
determinada. '

- Conocer el perfil de sus reacciones adversas y establecer su seguridad.

Como resultado de estos ensayos, se eliminan aquellos compuestos que resulten
ineficaces o peligrosos para los humanos, y se confirma que aquellos seleccionados,
suponen una ventaja terapéutica frente a los farmacos existentes, y que cumplen todos los
requisitos de seguridad y eficacia necesarios para que puedan ser comercializados.

Actualmente los estudios clinicos se encuentran regulados por el Real Decreto
561/1993 del 16 de abril. De acuerdo con los objetivos perseguidos, se distinguen cuatro
tipos de ensayos clinicos, en fase I, fase II, fase IIl y fase IV, que varian en cuanto al
numero y tipo de individuos estudiados (Jones y Stern, 1990).

Ensayos clinicos en fase 1

Los ensayos clinicos en fase I constituyen el primer paso en la investigacion del
comportamiento de una sustancia activa en ¢l hombre. Se realizan en voluntarios sanos o
en algunos casos en pacientes, y proporcionan informacién preliminar sobre las
caracteristicas farmacocinéticas y farmacodindmicas del compuesto en humanos, asi como
una posible intolerancia a la droga. Ademas orientan sobre la pauta de administracion mas
apropiada para ensayos posteriores. En general, se realiza un ensayo en el que el compuesto
es administrado una vinica vez a diferentes dosis, que son calculadas a partir de los ensayos
toxicologicos y de las dosis requeridas para mostrar eficacia en animales, y un segundo
ensayo, en el que se realizan multiples administraciones de la droga, también a diferentes
dosis.
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Ensayos clinicos en fase 11

Los ensayos clinicos en fase 1l representan el segundo estudio en la evaluacion de
una sustancia activa en el ser humano. Se realizan en un pequefio grupo de pacientes que
padecen la enfermedad o entidad clinica de interés. Su objetivo consiste en proporcionar
informacion preliminar sobre la eficacia del producto, establecer la relacién dosis-respuesta
del mismo, duracién del tratamiento, y ampliar los datos de seguridad obtenidos en la fase
L. Por lo general, son ensayos clinicos controlados, es decir se comparan los resultados
obtenidos en el grupo de pacientes tratados con la sustancia activa en estudio, con los de un
grupo control o testigo, y con una asignacion aleatoria a los tratamientos. Estos ensayos son
especialmente interesantes en el caso de los antifingicos, ya que dependiendo del agente
patégeno que provoque la infeccion y de su localizacion, debe variarse la dosis y duracion
del tratamiento.

Ensayos clinicos en fase III

Los ensayos clinicos en fase III estan destinados a evaluar la eficacia y seguridad
del tratamiento experimental, intentado reproducir las condiciones de uso habituales, y
considerando las alternativas terapéuticas disponibles para la indicacién estudiada. Se
realizan en una muestra de pacientes mds amplia que en la fase anterior, que es
representativa de la poblacion general a la que iria destinado el antifiingico. Estos ensayos
son preferentemente controlados y la asignacion de los tratamientos es aleatoria.

Ensayos clinicos en fase IV

Los ensayos clinicos en fase IV, se realizan con posterioridad a la aprobacion y
comercializacion del antiftingico. Estos ensayos pueden ser similares a los descritos en las
fases I, I y III si estudian algiin proceso aun no valorado o unas condiciones de uso
distintas de las autorizadas, como podria ser una nueva indicacion, y permiten reajustar la
dosis y duracién del tratamiento previamente recomendadas. En general, son ensayos
controlados y con asignacion aleatoria de los tratamientos.

3.8. Procedimientos legislativos y regulatorios

Las drogas de actividad antifingica, cuyo interés terapéutico ha sido demostrado
mediante todos los estudios anteriores, deben ser sometidas a unos controles legislativos y
regulatorios propios de cada pais, previamente a su comercializacion. Las compafiias
farmacéuticas deben elaborar un extenso informe con todos los datos obtenidos en los
ensayos realizados (Eardley, 1990), que es evaluado por las autoridades responsables del
registro y control del uso de la droga en el pais. Con frecuencia, la aprobacién y registro de
los farmacos es un proceso lento, que requiere meses e incluso afios, antes de que el nuevo
farmaco se incorpore al arsenal terapéutico.
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OBJETIVOS

La carencia de firmacos con actividad antifingica capaces de cubrir la demanda
actual, ha despertado un interés especial de la industria farmacéutica por los compuestos de
este tipo. Asi, el presente trabajo ha formado parte de una linea de investigacion llevada a
cabo en SmithKline Beecham, centrada en la bisqueda de nuevas dianas. Se ha tratado de
identificar proteinas esenciales de S. cerevisiae, frente a las cuales se pudieran desarrollar
ensayos in vitro para buscar compuestos antifiingicos, o que permitieran realizar un disefio
racional de nuevos farmacos. La competencia con otros laboratorios farmacéuticos que
tienen lineas de investigacion paralelas, ha motivado que se consideraran de especial
interés aquellas proteinas de S. cerevisiae codificadas por genes esenciales cuya secuencia
fuera desconocida en el momento de comenzar este trabajo, ya que ofrecian la posibilidad
de constituir dianas novedosas.

Para llevar a cabo este trabajo se propusieron inicialmente tres objetivos:

1. Obtener una coleccidon de mutantes condicionales de S. cerevisiae alterados en
proteinas esenciales para la proliferacién celular.

2. Identificar los genes responsables de la complementaciéon del fenotipo
condicional y seleccionar aquellos cuyas proteinas pudieran tener interés a priori como
dianas antiflingicas.

3. Caracterizar algunas de las proteinas seleccionadas para establecer su utilidad
como diana antifingica.
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III. MATERIALES Y METODOS

1. MICROORGANISMOS UTILIZADOS

Las caracteristicas genéticas de las cepas utilizadas en este trabajo asi como su
procedencia, se detallan a continuacién en la tabla 3:

Tabla 3: Caracteristicas de las cepas originales utilizadas en este trabajo.

Especie Cepa Genotipo Procedencia
S cerevisice S288C MATa gal2 ATCC 26108
TD28 MATa ura3A52, inosi-151, can” Dra. M. Molina
Sx50-8A MATa trpl ura3-52 his3A Dr. J. Livi
Sx50-10A MATa rpl ura3-52 his3A Dr.J. Livi
Sx50-110A MATa trpl leu2 ura3-32 Dr. J. Livi
DC6 MATa len2-3,112 his4 canl gal2 Dr. J. Livi
SEY6210 MATa ura3-52 leu2-3,112 his3A200 trplA901 Dr. A. Mendoza
lys2-801 suc2-A9
SEY6211 MATa wra3-52 leu2-3,112 his3A200 trplA90] Dr. A. Mendoza
ade2-101 suc2-4A9
Y190 MATa ura3-52 his3-200 lys2-801 ade2-101 trp!- Clontech
901 leu2-3, 112 galdA gal80A cyH'2
LY82::GALL;ys-HIS31474-HIS3 URA3::GALLy 45—
GALIy pq-lacZ
CG-1945 MATa ura3-52 his3-200 lvs2-801 ade2-101 trpl- Clontech
901 leu2-3, 112 gal4-542 gal80-538 cyh'2
LYS2:: GAL]UA—GALI TATA.—-HIS3 URA3-':GAL41 7.
mersx)~CYClrarg-lacZ
E coli DH35a K-12A(acZYA-argF), e supE44  thi-1  recAl Dr. R. Loépez
endAl hsdR17 gyrA relA1($80lacZAM15)
BL21(DE3) E.coli B F dem ompT hsdS(rg- mg-) galA(DE3) Dr. R. Lépez
BL21(DE3)plysS Ecoli B F dem ompT hsdS(rg- mg-) Dr. R. Lopez
gal A(DE3)[pLysS Cam']
K514 EF recA Fyam+gs Rif Dr. R. Lopez
HB101 supE44 arald galK2 lacY]A(gpt-proA)62 rpsL20 Dr. R. Lopez
(Str') xyl-5 mil-1 recAl3 A(mcrC-mrr) HsdS (¥'m’)
C albicans 1001 silvestre, aislado clinico ATCC 64385
A. fumigatus silvestre, aislado clinico ATCC 13073

2. GENOTECAS, PLASMIDOS Y OLIGONUCLEOTIDOS UTILIZADOS

Las caracteristicas de las genotecas, asi como las de los plasmidos originales y los
aislados y generados durante este trabajo se muestran en las tablas 4, 5 y 6 respectivamente.

En la tabla 7 se muestran las secuencias de los oligonucleétidos utilizados en las
reacciones de secuenciacién y en amplificaciones por PCR (Polymerase Chain Reaction).
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Tabla 4: Genotecas utilizadas en este trabajo

Genotecas Caracteristicas Origen
CEN BANK Genoteca gendmica de la cepa de S. cerevisiae GRF38 digerida parcialmente con Sau 3Al y clonada ATCC 37415
en Bam HI en el vector cemtromérice YCp50. Los insertos tienen un tamafio de 10-20 kb.
pURSCI Genoteca gendmica de la cepa de S. cerevisiae S288C digerida parcialmente con Sau 3Al y clonada ATCC 77295
en Sal 1 en el vector replicativo pUR18S. Los insertos tienen un tamafio de 3-10 kb,
MATCHMAKER Genoteca gendmica de S. cerevisiae digerida parcialmente con Mbo I 'y clonada en Bam Hlentres  Clontech, CAT# YL400OAF.
Genomye Library vectores que difieren en la fase de lectura del sitio de clonacién (pGADIF, pGAD2F, pGAD3F). Los
insertos tienen un tamafio de 0,7-2 kb.
ATCC 37323 (renoteca gendmica de la cepa de S. cerevisiae S288C digerida parcialmente con Sau 3AI y clonada ATCC 37323
en Sau 3Al en el vector YEp13. Los insertos tienen un tamafio de 5-20 kb.
Tabla 5: Plasmidos utilizados en este trabajo
Plésmidos Caracteristicas relevantes Referencia/origen
pUCI18/pUCI9 ori lacZ(MCS) bla Clontech
pBluescript I KS ori colE1 JacZ(MCS) ori f1{+)bla Clontech
pT7-3 ori colE1 pil0 bla Dr. R. Lépez
p34H ori ScURA3 bla Dra. M. Molina
pCUZ1 ori bla lacZ (MCS) c-fyid Dr. J.M. Séinchez-Puelles
pCUZE ori bla lacZ (MCS) c-lytA-E (E: sitio de reconocimiento de la enteroguinasa) Dra. A M. Roa
YCps50 oti ARSI CEN4 Scl/RA3 tet bla Dr. Livi
YEp352 ori 21 bla lacZ{MCS8) ScURA3 Dr. Livi
YEpPGK2 ori 2y bla lacZ(MCS) ScURA3 pPGKIPGK Dr P. Alvarez
Yip5 ori ColE1 bla ScURA3 Dr. Livi
pAS2-1 ori colEl bla ori 2 ScTRP ! ori f1 ScCYH2 pADH1 GAL4 BD(MCS) tADH]1 Clontech




Tabla 6: Plasmidos aislados y generados en este trabajo

Plasmidos Plasmidos originales Modificaciones

pl43.1 YCp50 insercion en Bam HI de un fragmento Sau3A de 13,5 kb que contiene el gen HSP30

p226.1 YCp50 insercion en Bam HI de 1 fragmento Sau3A de 14 kb que contiene el gen HSP30

p239.1 YCp50 insercién en Bam HI de un fragmento Sau3A de 10,6 kb que contiene el gen CDC68

p39.1 YCp50 insercién en Bam HI de un fragmento Sau3A de 9,1 kb que contiene el gen TAFi45

p69.8 YCp50 insercién en Bam HI de un fragmento Sau3A de 6,6 kb que contiene el gen PRPI9

p202.1 YCp50 insercién en Bam HI de un fragmento Sau3A de 8,5 kb que contiene el gen MTF!

pdl.1 YCp50 insercién en Bam HI de un fragmento Sau3A de 6,3 kb que contiene el gen MPS/

pl03.1 YCps0 insercion en Bam HI de un fragmento Sau3A de 5,2 kb que contiene el gen YPLOO7C

pUCMPS1 pUCI18 insercién en Sma I de la fase de lectura abierta del gen MPSI amplificado por PCR

pUCmps] puUC1S8 insercién en Sma | de la fase de lectura abierta del gen mutante mps! amplificado por PCR

pUCYPL puUCiIg insercién en Kpn I-Bgl 11 del fragmento Kpn I-Bam HI correspondiente a la fase de lectura abierta del gen YPLOO7C
amplificado por PCR

pUCypl pUCI18 insercion en Sac 1-Sma 1 del fragmento Sac I-Sma 1 correspondiente a la fase de lectura abierta del gen ypl007¢
mutante amplificado por PCR

pACDB pBluescript II KS insercion en Kpn I-Bam HI del fragmento Kpn 1-Bgl [l amplificado por PCR y que corresponde a los 430 nucle6tidos
iniciales del gen YPLOO7C fusionado a los 592 nucleétidos finales del mismo gen

pACURADB pACDB insercién en Sph I de un fragmento Sph I procedente de p34H y que corresponde al gen URA3

Ylipypl YIp5 insercion en Sal 1-Bam HI de! fragmento Sa/ I-Bg! 11 procedente del pUCypl y que corresponde a la fase de lectura
abierta del gen mutante yp/007c

pT7C pT7-3 insercién en Eco RI-Sac I del fragmento Eco RI-Sac I procedente de pCUZE y que corresponde a clytd-E

pT7CMPSI pT7C insercion en Nhe I-Not 1 del fragmento Nhe I-Not [ procedente de pUCMPS1 y que corresponde a la fase de lectura
abierta del gen MPS1

pT7CYPL pT7C insercion en Avr I-Not I del fragmento Avr I-Not [ procedente de pUCYPL y que corresponde a la fase de lectura
abierta del gen YPLOO7C

YEpPGKC YEpPGK2 insercion en Bg/ I1 del fragmento Bg! II-Bam HI que corresponde a clytA-E amplificado por PCR




{Continuacidn de la tabla 6)

YEpPGKMPS1 YEpPGK2 insercién en Bgl 1 del fragmento Bg/ II procedente del pUCMPS1 y que corresponde a la fase de lectura abierta del
gen MPS]

YEpPGKCMPSI pPGKC insercion en Nhe I-Not 1/Klenow del fragmento Nhe 1-Sma I del PUCMPSI correspondiente a la fase de lectura
abierta del gen MPSI

YEpPGKYPL YEpPGK2 insercién en Bg/ II del fragmento Bam HI-Bg/ 11 procedente del pUCYPL y que correspondiente a la fase de lectura
abierta del gen YPLOO7C

YEpPGKCYPL pPGKC insercion en 4vr 11-Not 1 del fragmento Avr II-Nof I procedente del PUCYPL y que corresponde a la fase de lectura
abierta del gen YPLOO7C

pASMPS1 pAS2-1 insercién en Eco RI-Sal 1 del fragmento Eco RI-Sal I procedente de pUCMPS]I correspondiente a la fase de lectura
abierta del gen MPS1

PASYPL pAS2-1 insercion en Neo -Bam HI del fragmento Nco 1-Bam HI correspondiente a la fase de lectura abierta del gen YPLOO7C

amplificado por PCR

Tabla 7: Oligonucleétidos utilizados en este trabajo

Nombre del Secuencia (5°—3”)

oligonucledtido

UNIVERSAL GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTA

REVERSAL GAATTGTGAGCGGATAACAATTTC

H2B-A CGAAAAGAAACCAGCCTCCAAAGC

H2B-B GCTTCAGTAGAGGAAGAGTACTTGG

M226-A CACGGTGCCTGACTGCGTTAG

MPSI-A CGGAATTCAAAGATCTACCCGGGGCTAGCATGTCAACAAACTCATTCCATGATTATG
MPSI1-B TCCCCCGGGAGATCTGTCGACGCGGCCGCTTCTAAATTTTGTAATCTG CAAATTTCC
MPSI-C GGAATTCAAGCTTGCAGGACCCAGCTTCGTTGTCC

MPS1-D GGAATTCAAGCTTCATCTGATATGTGGTCATGCGGTTG

MPSI-E GAAAGGATAAGGAATTTGCGAC




(continuacién de la tabla 7)

MPS1-F ACAAGCAGCACTCCGAAAAC -

MPS1-G ATCGACCTGCTCCCAAACC

MPS1-H AAGAAGCGGCATGCCACTG

MPS1-I TAATAGCCAACAGCCTATTTTG

MPS1-K TCTAGTAGTTGGATTACACGC

MPSI1-L ATTGGGCTGTTGAAATTGCTG

YPLOO7C-A TCCCCCGGGGATCCTAGGCCAGGTACCATGAAGCTTCTAAAGGACTTATTGGTAG
YPLOO7C-B CGGGATCCCGGGAGATCTGCGGCCGCTTACATAACTTCCAGCGTTGTTCCACA
YPLOG7C-B2 TTACCCGGGAGCTCAGATCTGCGGCCGCTTACATAACTTCCAGCGTTGTTCCACA
YPLOOTC-C CCGGGCATGCTTTTGCGAATGCTAAAGAATTGAAGCTC

YPLOO7C-C2 TACCATACTATATGAGTGACCCAG

YPLOOTC-D GGCCGCATGCACCAAATTTACAACCAATCGCTGCCC

YPLOO7C-E GTTCAAAGATAACAAAATGCTCAC

YPLOO7C-F1 TTAACTTGTCCCGGATATGTGC

YPLOO7C-F2 GCCCCACTATATCATACTTGG

YPLOO7C-F3 CAACGGCACGTTATTGATGAAG

YPLOO7C-G GCAAGCTAAATCAAAACTATTCG

YPLOO7C-H TCTTCTCTAAGTAAGGCGCG

YPL0OO7C -1 TCCCCCGGGCATATGGCCATGGAGATGAAGCTTCTAAAGGACTTATTGGTAG
THS103 TCATCGGAAGAGAGTAGT

PEX103 ATAGAGTACCATCCCGAGCCC
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3. MEDIOS DE CULTIVO Y OTRAS DISOLUCIONES UTILIZADAS

Los principales medios que han sido empleados para el cultivo de los
microorganismos se indican a continuacion.

3.1. Medios de cultivo para E.coli

- Medio LB, utilizado como medio rico para el crecimiento bacteriano (bacto
triptona 10 g/l, extracto de levadura 5 g/ y cloruro s6dico 5 g/i).

- Medio minimo M9, utilizado en algunos experimentos de expresién de genes
heterélogos (fosfato disédico 6 g/l, monofostato potasico 3 g/l, cloruro sddico 0,5 g/l
cloruro aménico 1 g/1, sulfato magnésico heptahidratado 0,24 g/l, cloruro célcico 0,01 g/l
glucosa 4 g/1)

- Medio SOC, empleado para la expresion de la resistencia al antibidtico en cepas
transformadas por electroporacion (bacto-triptona 20 g/l, extracto de levadura 5 g/l, glucosa
3,5 g/l, cloruro sédico 0,6 g/l, cloruro potasico 0,03 g/l, cloruro magnésico 0,9 g/l, sulfato
magnésico 1,2 g/1).

3.2. Medios de cultivo para levaduras

- Medio YED, medio rico utilizado de rutina para el crecimiento de levaduras
(glucosa 20 g/l y extracto de levadura 10 g/1).

- Medio YEPD, medio rico empleado de rutina en el cultivo de las estirpes
mutantes, (glucosa 20 g/l, bacto-peptona 10 g/1, extracto de levadura 10 g/1).

- Medio YEPD-SORBITOL 0,9 M (YS), utilizado como medio rico estabilizado
osmoéticamente (medio YEPD al que se afiade una concentracién final de sorbitol 0,9 M),

- Medio MDL, medio sélido de seleccién de mutantes con requerimientos lipidicos
nutricionales (glucosa 20 g/l, base nitrogenada de levadura sin aminoacidos 6,7 g/l,
histidina 10 mg/l, metionina 20 mg/l, triptéfano 20 mg/l, glucosa 20 g/).

- Medio ML, medio sélido utilizado para el crecimiento de mutantes con
requerimientos lipidicos (medio de seleccion de mutantes con requerimientos lipidicos
nutricionales suplementado con 1,5 g/l de extracto lipidico, obtenido a partir de una
extraccion con alcohol/cloroformo de S. cerevisiae. El contenido en ergosterol del extracto
lipidico era del 2,7% segun cromatografia liquido-liquido).

- Medio MDA, utilizado en la seleccién y en el mantenimiento de transformantes de
levadura, asi como en la comprobacién de las auxotrofias de una determinada cepa
(glucosa 20 g/l, base nitrogenada de levaduras sin aminodcidos ni sulfato aménico 1,7 g/l,
sulfato aménico 5 g/, uracilo 29 mg/l y adenina 40 mg/], suplementado con la solucion de
aminodcidos requerida en cada caso). La concentracion final de aminoacidos en el medio se
indica a continuacién:
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sL-arginina (HCI) 20 mg/l
L-acido aspértico 100 mg/l
L-acido glutdmico (sal monosédica) 160 mg/l
L-histidina 20 mg/l
L-leucina 60 mg/l
L-lisina (mono HCI) 30 mg/l
L- metionina 20 mg/l
L-fenilalanina 50 mg/l
L-serina 375 mg/l
L-treonina 200 mg/l
L-triptéfano 40 mg/l
L-tirosina 30 mg/l
L-valina 150 mg/l

- Medio MPE, medio solido rico utilizado para el crecimiento de diploides como
paso previo a la induccién de su esporulacion. Este medio estimula notablemente la
formacidn de ascas (extracto de levadura 10 g/l, extracto de carne 30 g/l, glucosa 50 g/1).

- Medio ME, medio sélido inductor de la esporulacion de cepas diploides, pobre en
glucosa y nitrogeno, que utiliza acetato como fuente de energia (acetato potasico 9,8 g/l,
extracto de levadura 2,5 g/l, glucosa 1 g/1). Como medio alternativo de esporulacion se ha
utilizado un medio mas pobre consistituido por acetato potasico al 1% suplementado con
los aminoacidos requeridos en cada caso.

- Medios con otras fuentes de carbono, utilizados para la caracterizacion fenotipica
de las cepas estudiadas. Son medios similares al YEPD en los que la glucosa esta sustituida
por otras fuentes de carbono fermentables (galactosa en YEPG y maltosa en YEPM, ambas
al 2% p/v), y no fermentables por S. cerevisiae (etanol 2% (v/v) en YEPE, acetato potasico
2% (p/v) en YEPA y glicerol 2% (v/v) en YEPL).

- Medio YNB-N, medio deficiente en nitrégeno empleado en la caracterizacion
fenotipica de las cepas estudiadas (glucosa 20 g/l y base nitrogenada de levaduras sin
aminoacidos y sin sulfato aménicol,7 g/l).

- Medio YNB-C, medio deficiente en carbono empleado en el andlisis del fenotipo
de las cepas (glucosa 1 g/l y base nitrogenada de levaduras sin aminoacidos 6,7 g/l).

Todos los medios sélidos llevaban agar bacterioldgico americano como agente
solidificante a una concentracion de 20 g/l
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3.3. Otras disoluciones utilizadas

Las disoluciones de los antibidticos empleados en diversos ensayos con E. coli, han
sido preparadas y utilizadas de la manera recomendada en Sambrook ez al. (1989).

Las disoluciones de X-Gal e IPTG empleadas en el proceso de seleccion de los
clones de E. coli portadores del gen de la B-galactosidasa han sido preparadas y utilizadas
como recomienda Sambrook et al. (1989).

4. MANIPULACION DE MICROORGANISMOS

4.1. Condiciones de conservacién y de crecimiento de las cepas
4.1.1. Cepas de E, coli.

Las cepas de E coli utilizadas en este trabajo se han conservado a -80°C en
criotubos con glicerol al 20%.

Los cultivos en medio liquido se han realizado a 37°C con agitacién virogosa a 250
rpm, y los cultivos en medio solido se han llevado a cabo a la misma temperatura sobre
placas de Petri.

4.1.2. Cepas de 8. cerevisiae

Las cepas de S. cerevisiae se han conservado a -80°C en criotubos con glicerol al
20% en YEPD. Las cepas de uso frecuente se mantenian a 4°C en tubos con medio sélido
YEPD inclinado.

Los cultivos en medio liquido se han realizado en matraces con agitacion vigorosa,
y los cultivos en medio sélido se han llevado a cabo sobre placas de Petri y sobre laminas
de YEPD fabricadas sobre cubreobjetos estériles de 22 x 60 mm. Las células se incubaban
en las condiciones de oxigenacion y temperatura adecuadas en cada caso.

El crecimiento en fermentadores MBR BIO REACTOR AG de 42 | de volumen
total, se ha realizado mediante la inoculacién con un preinéculo crecido en matraz a 28°C.
El medio de cultivo utilizado fue YEPD y las condiciones de aireacion y agitacion se han
ajustado en cada ensayo.

4.2, Determinacion del crecimiento celular

Se han utilizado diferentes técnicas para determinar el crecimiento celular segiin los
requerimientos de cada ensayo.

4.2.1, Turbidimetria

En algunas ocasiones el crecimiento de los cultivos de E. coli y de S. cerevisiae se
ha determinado mediante la evaluacién de la turbidez de los mismos, realizandose una
lectura de sus absorbancias a 600 nm (Agyonm) €n un espectrofotdémetro UNICAM 8620
UV/VIS utilizando cubetas de 1 ml con un paso 6ptico de 1 cm.. Las muestras se dilufan
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convenientemente hasta que su absorbancia se encontrara en un intervalo de 0,05-0,5,
valores a los que existe una linearidad entre la lectura de la absorbancia y €l nimero de
células. Todas las medidas se han realizado por triplicado.

4.2.2. Recuento de células en ciAmara de Neubauer

En otras ocasiones se ha realizado la cuantificacion de la concentracion celular de S.
cerevisiae mediante la observacién directa en un microscopio de contraste de fases (Nikon
Labophot) con una camara cuentaglébulos de Neubauer. Con objeto de que la muestra
fuera estadisticamente significativa, el nimero de células por cuadrado era superior a 30.

4,2.3. Observacién microscépica directa de los cultivos en limina

Los experimentos en los que se ha realizado un seguimiento del comportamiento de
células vegetativas o esporas de S. cerevisiage, han sido llevados a cabo mediante
visualizacion directa en un microscopio Optico (Nikon Labophot). Las células se
sembraban previamente sobre cultivos en laminas y se incubaban a la temperatura
adecuada, en el interior de placas de Petri estériles con papel de filtro humedecido con agua
estéril.

4.3. Determinacion del numero de viables

Para llevar a cabo el recuento de células viables de un cultivo de S. cerevisiae, se
han seguido los métodos indicados a continuacion.

4.3.1. Recuento de colonias

Se sembraban en placas de Petri de 50 a 100 unidades formadoras de colonias (ufc)
del cultivo analizado, y se incubaban a una temperatura permisiva para las células. La
comparacién entre el nimero de ufc sembradas y las colonias crecidas permitia calcular la
mortalidad del cultivo.

4.3.2. Observacion directa al microscopio 6ptico

Las células se tefiian con una solucion de yoduro de propidio 0,1 mg/ml y se
visualizaban en un microscopio de fluorescencia (Leitz Laborlux S), que poseia el bloque
de filtros para excitacion azul. El yoduro de propidio es capaz de atravesar la pared de las
células muertas y se une a los 4cidos nucleicos de doble cadena, emitiendo fluorescencia
roja como consecuencia de la excitacion con luz ultravioleta (de la Fuente ef a/., 1992)

4.3.3. Citometria de flujo

Se realizaba una tincién selectiva de las células estudiadas con yoduro de propidio,
segiin el método descrito por de la Fuente et al. (1992). Su seguimiento se realizaba
utilizando un citémetro de flujo FACScan (Becton-Dickinson, Sunnyvalley, CA, modelo
FACScan) del Centro de Citometria de Flujo de la UCM. Para el andlisis de los datos se
utilizaban los programas CELLQUEST de Becton-Dickinson (San José, CA).
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4.4. Determinacion del comportamiento celular

Para obtener informaciéon sobre las caracteristicas fenotipicas de las cepas
estudiadas, se ha evaluado su comportamiento a diferentes temperaturas y en diferentes
medios de cultivo sélidos y liquidos, a los que en ocasiones se les habia adicionado
compuestos variados cuyo efecto sobre las cepas se queria analizar.

4.4.1. Comportamiento en medio sélido

El estudio del comportamiento de las cepas en medio solido y en diferentes
condiciones de cultivo, se realizaba mediante la siembra en forma de botén de 1x10°
células sobre medios de cultivo que poseian diferentes compuestos en distintas
concentraciones, que son indicadas detalladamente en el apartado de Resultados
correspondiente a cada ensayo. La incubacion se realizaba a la temperatura y a la atmosfera
adecuada para cada experimento, que también se indican en el apartado de Resultados. Las
condiciones de anaerobiosis se conseguian en el interior de una jarra de anaerobiosis con
un generador de esta atmosfera (bioMerieux).

4.4.2. Comportamiento en medio liquido
4.4.2.1. Comportamiento de las cepa segin su concentracién celular

Para conocer si el fenotipo condicional de los mutantes en medio liquido dependia
de su concentracion celular, se han realizado estudios en paralelo de evaluacion del
comportamiento fenotipico en medio liquido de la misma cepa a dos concentraciones
celulares: 5x10° y 1x10* células/ml. Los matraces con medio YEPD y YEPD-S se
inoculaban a estas concentraciones con células procedentes de cultivos de 24 horas en
medio s6lido YEPD-S o YEPD respectivamente, y se incubaban a 26 y a 37°C en agitacion.
Periddicamente durante el ensayo se evaluaba el crecimiento y la viabilidad celular,
mediante alguna de las técnicas previamente descritas.

4.4.2.2. Comportamiento en diversas condiciones de cultivo

Con el objetivo de conocer el comportamiento de las cepas en presencia de
diferentes compuestos, se inoculaban matraces a una absorbancia a 600 nm de 0,1 con
células procedentes de un cultivo fase exponencial en medio liquido YEPD a 26°C. Los
medios de cultivo eran diferentes dependiendo de las caracteristicas fenotipicas que se
deseaban analizar, de modo que se utilizaron medios con diferentes fuentes de carbono,
medios modificados deficientes de algunos componentes y medios que habian sido
suplementados con compuestos cuyo efecto sobre la cepa queria ser evaluado. La
composicién de los medios de cultive empleados asi como las condiciones de incubacién
se detallan en el apartado de Resultados correspondiente a cada experimento. Durante el
ensayo se tomaban diversas alicuotas para analizar el crecimiento y la viabilidad celular.

4.4.2.3. Sensibilidad a diferentes compuestos en medio liquido

El estudio de la sensibilidad de una cepa de S. cerevisize a los antifungicos
anfotericina B y miconazol, asi como a etanol ha sido realizado mediante el método de la
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microdilucién en medio liquido YEPD. Para ello se han depositado 1x10% células
procedentes de cultivos en fase exponencial en YEPD a 26°C, en los pocillos de placas
microtiter que poseian diluciones decrecientes del compuesto a ensayar, de modo que cada
pocillo contenia la mitad de la concentracion que el pocillo anterior. La anfotericina B fue
preparada a concentracién 10 mg/ml en dimetilsulfoxido, y €l miconazol se prepard a 10
mg/ml en metanol. Las concentraciones en los pocillos oscilaron desde 0,002 a 5 pg/ml.
Para evitar que ¢l resultado obtenido estuviera influenciado por los disolventes utilizados,
se analizaron de manera similar los efectos del dimetilsulféxido y del metanol sobre el
crecimiento de las cepas estudiadas. Del mismo modo se ha calculado la sensibilidad frente
a concentraciones de etanol del 0,01 a 16% (v/v). Las incubaciones se realizaban a 26 y a
30°C durante 48 horas, evaluando el crecimiento cada 24 horas.

4.5. Sincronizacion celular

La sincronizacion de las células de S. cerevisiae ha sido realizada mediante la
adicién del factor a (7 uM.) a cultivos en fase exponencial en medio liquido YEPD a 26°C,
que poseian una absorbancia a 600 nm de 1. La eficiencia de la parada del ciclo celular se
determinaba mediante visualizacion microscépica, calculando el mumero de células en fase
GO0/G1 en muestras de 200 células. Se consideraba que la poblacion celular estaba parada
cuando el 95% de las células del cultivo carecian de yema o ésta era muy pequefia. A
continuacion se lavaban las células con el medio de cultivo YEPD precalentado a 37°C
para eliminar el factor o, y se inoculaban matraces con este medio a una absorbancia de
0,1. Los matraces se incubaban a 37°C en agitacion, realizdndose un seguimiento de la
entrada en el ciclo celular y posterior detencién del cultivo mediante la medida de su
absorbancia, €l recuento de células en camara de Neubauer y el célculo de las células en
fase GO/G1.

4.6. Estudio de la tasa de reversion de la mutacion

Este estudio se ha realizado mediante la siembra de 1x106, 1x107, 1x108, y 5x10°
células, procedentes de cultivos en fase exponencial en YEPD a 26°C de cada mutante,
sobre placas de Petri con medio s6lido YEPD. La incubacién se realizaba a la temperatura
restrictiva de 37°C, disponiendo siempre de un control de crecimiento a 26°C para cada una
de las cepas analizadas.

4.7. Técnicas genéticas
4.7.1. Mutagénesis

Para llevar a cabo el proceso de mutagénesis se han utilizado diversos agentes
mutagénicos fisicos y quimicos. Los protocolos utilizados se detallan a continuacion.

4.7.1.1. Mutacion con luz ultravioleta

La mutacién con luz ultravioleta (UV) se realizaba sobre células de S. cerevisiae
S288C crecidas en matraces con YEPD en agitacion a 26°C hasta una absorbancia a 600
nm de 1, que tras ser lavadas dos veces con agua estéril se resuspendian en 20 ml de
sorbitol 0,9 M a una concentracioén de 1x104 células/ml. Estas suspensiones celulares se
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depositaban en placas de Petri, y eran irradiadas con una lampara de luz UV situada a 24
c¢m de distancia, a 254 nm durante tiempos diferentes dependiendo del porcentaje de
mortalidad deseado, (80-100 s para un rango de mortalidad entre 80-96%). Tras el proceso
de mutagénesis se sembraban 100 ul y se incubaban a 26 ¢ a 37°C segin los mutantes que
se trataban de seleccionar. En todos los experimentos se sembraba una alicuota del cultivo
que no habia sido sometida al proceso mutagénico y que era utilizada como control de la
viabilidad inicial.

4.7.1.2. Mutacién con etilmetano sulfonato

Este agente mutagénico se utilizaba para mutar células de S.cerevisiae S288C del
modo indicado a continuacién. Las células procedentes de los cultivos celulares incubados
en medio liquido YEPD con agitacién a 26°C hasta una absorbancia a 600 nm de 1, eran
lavadas con agua estéril dos veces. 2x10 células se resuspendian en 1,5 ml de tampén
fosfato sédico 0,1 M pH 7,0, y a continuacion 700 pl de esta suspensién eran diluidos con
1 ml de tampén en un tubo 13 x 100 mm, sobre ¢l que se adicionaban etilmetano sulfonato
(EMS) al 17-20%. El EMS se mantenia en agitaciéon en contacto con las células a 26°C
durante tiempos diferentes segun la mortalidad deseada (20-30 min para obtener
porcentajes de mortalidad comprendidos entre el 30 y el 98%). La inactivacion de este
agente se realizaba mediante la resuspension de 0,2 ml de las células tratadas en 8 ml de
tiosulfato sodico 5%. A continuacién se realizaba una dilucién 1/50 con sorbitol 0,9 M
estéril y se sembraban 100 ul en numerosas placas de Petri. En todos los experimentos se
utilizaba como control de la viabilidad inicial una alicuota del cultivo que no habia sido
sometida al proceso mutagénico.

4.7.1.3. Mutacion con acido nitroso

Las c€lulas de S.cerevisine S288C mutagenizadas con este agente, procedian de
cultivos crecidos en agitacién a 26°C en medio YEPD hasta una absorbancia a 600 nm de
1, que tras ser lavadas con tampén acetato sQdico 0,1 M pH 4,5, eran resuspendidas en el
mismo tampén a una concentracion de 1x10 células/ml. A esta suspension se adicionaba
nitrito sédico hasta una concentracion final de 0,06 M, y se mantenia en agitacién a 26°C
durante tiempos variables segin la mortalidad que se deseaba conseguir (10, 20 y 30 min
generaban mortalidades del 82, 95 y 99% respectivamente). La reaccién se paraba con
tampon fosfato potdsico 0,1 M pH 7,5, consinuacigm se realizaba una dilucién de la
suspension celular en sorbitol 0,9M 1/10, 1/10°, 1/10" respectivamente para los tiempos
indicados anteriormente, y se sembraban 100 ul en numerosas placas de Petri. El control de
viabilidad s¢ obtenia tras la siembra de una alicuota no sometida al proceso mutagénico,
diluida 1/10 .

4.7.1.4. Mutacién con nitrosoguanidina

Para llevar a cabo la mutacién con este agente, se crecia un cultivo de S cerevisiae
S288C durante una noche en medio liqguido YEPD a 26°C. Las células eran lavadas y
resuspendidas en agua estéril a una concentracion de 1x10 células/ml. La nitrosoguanidina
(NG) adicionada a esta suspensién celular, asi como el tiempo de actuacién a 26°C y con
agitacion, variaban dependiendo de la mortalidad que se deseaba obtener en cada ensayo.
Asi se empled 0,005 mg/ml de NG durante 90 min para conseguir una mortalidad del 80%,
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y 0,015 mg/ml durante 30, 60 y 90 min para obtener mortalidades de 30, 70 y 95%
respectivamente. La inactivacién de la NG se realizaba mediante la dilucién con tiosulfato
sédico 6%: 1/100 para 0,005 mg/ml y 1/500 para 0,015 mg/ml de NG. A continuacion se
sembraban 100 pl de la suspensién celular mutagenizada en diversas placas, asi como una
alicuota de 1a suspension no mutagenizada diluida 1/1 0%

4.7.1.5. Mutacién por congelacion a -20°C y descongelacion

Este tipo de mutacion se realizaba sobre cultivos de S.cerevisiae S288C crecidos en
YEPD a 26°C hasta una A ¢y de 1, cuyas células eran lavadas dos veces con agua estéril y
eran resuspendidas a una concentracion de 1x10 células/ml también en agua. Las
suspensiones celulares eran congeladas a -20°C y posteriormente descongeladas a
temperatura ambiente. Este proceso se repetia sucesivamente un minimo de 6 veces.
Finalmente se sembraban alicuotas diluidas 1/20 sobre placas de Petri, asi como una
alicuota de las células no mutagenizadas diluida 1/ 10* que servia como control de la
viabilidad celular. La mortalidad de este proceso era del 90-95%.

4.7.1.6. Mutacion por calentamiento

Para realizar este proceso mutagénico se crecia S.cerevisiae S288C en YEPD a
26°C hasta una absorbancia a 600 nm de 1. Las células_se lavaban con agua estéril y se
resuspendian en agua a una concentracién de 1x10 c¢élulas/ml. Posteriormente se
incubaban a 48°C durante 60 minutos, y se sembraban alicuotas de 100 pl en numerosas
placas de Petri. Asimismo se sembraba una alicuota de las células no mutagenizadas,
diluida 1/10*, que constituia el control de la viabilidad del cultivo. La mortalidad obtenida
en este proceso era superior al 99%.

4.7.2. Obtencion de diploides: conjugacién

La obtencién de cepas diploides a partir de cepas haploides de tipo sexual opuesto,
se ha realizado como se indica a continuaciéon. En primer lugar se sembraba un mimero
elevado de células de una de las cepas haploides en forma de botén sobre un medio sélido
YEPD. A continuacién se depositaba sobre el mismo boton un nimero similar de células
procedentes de la cepa de tipo sexual opuesto, y se incubaban a 26°C. Durante la
incubacion se observaba la formacion de los zigotos al microscopio de contraste de fases, y
posteriormente se realizaba su aislamiento en ldminas de agar fabricadas sobre
cubreobjetos, con la ayuda de un micromanipulador acoplado a un microscopio Nikon
Labophot. Estas laminas de agar eran depositadas sobre placas con medio YEPD e
incubadas a 26°C.

4.7.3. Esporulacion y diseccién de ascas

La esporulacién de los diploides se ha realizado mediante el cultivo previo de las
cepas en el medio MPE durante 24 horas a 26°C, y un pase posterior al medio ME o al
medio de acetato potasico 1%, dependiendo de la facilidad que tuvieran los diploides para
esporular. Asimismo también ha variado el tiempo y la temperatura de incubacion,
oscilando entre 5-15 dias a 20-26°C.
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La existencia de ascas se ponia de manifiesto mediante observacion microscéopica.
Cuando el porcentaje de células esporuladas era aproximadamente 80% se realizaba la
separacién de las esporas mediante la ayuda de un micromanipulador acoplado a un
microscopio Nikon Labophot. Para ello se digeria la pared con liticasa al 20% durante 10
min a 37°C y posteriormente se depositaban sobre laminas de agar en las que se realizaba la
micromanipulacién. Estas laminas eran depositadas sobre placas con medio YEPD e
incubadas a 26°C durante 72 horas.

4.8. Técnicas de citometria de flujo

Los estudios de citometria de flujo han sido realizados en el Servicio de citometria
de flujo de la UCM con el citémetro de flujo Becton-Dickinson, Sunnyvalley, CA, modelo
FACScan, y con el citometro de flujo BRYTE-HS (Bio-Rad, Hempstead, UK). Para el
analisis de los datos se han empleado los programas CELLQUEST de Becton-Dickinson
(San José, CA).

La citometria de flujo ha sido utilizada en este trabajo con cuatro finalidades
diferentes. En primer lugar se ha empleado para conocer la viabilidad celular de S.
cerevisiae, como ya se ha indicado anteriormente en el apartado de determinacién del
numero de viables. Las otras tres aplicaciones de esta técnica se comentan a continuacién.

4.8.1. Determinacion del contenido en DNA de un cultivo de S. cerevisiae

El estudio del contenido en DNA de las células que constituyen un mismo cultivo
se ha realizado mediante citometria de flujo. Las células se crecian en YEPD hasta una
absorbancia a 600 nm de 1-2 a 26°C y se diluian a una absorbancia de 0,2 en el mismo
medio, manteniendo su incubacion 4-6 horas a 26°C. Al cabo de este tiempo se tomaba una
alicuota de este cultivo y se inoculaban dos matraces a una absorbancia de 0,1, que eran
posteriormente incubados a 26 y a 37°C, durante 24 horas.

A lo largo del ensayo se recogian diversas alicuotas de aproximadamente 3x10°
células, que tras ser lavadas dos veces con tampon PBS (fosfato sédico 10 mM pH 7,4,
NaCl 140 mM) se fijaban durante 1 min con etanol 70%. A continuacion, las células se
lavaban con tampén PBS dos veces y se sometian a un tratamiento con RNasa (1 mg/ml)
durante 30 min a 37°C. Finalmente se eliminaba la enzima mediante otros dos lavados, y
las células se incubaban con yoduro de propidio (0,05 mg/ml concentracién final) durante
10 min antes de ser analizadas con el citémetro de flujo Becton-Dickinson, Sunnyvalley,
CA, modelo FACScan. En cada muestra se estudiaban 10? células.

4.8.2. Determinacion de algunos parametros celulares de S. cerevisiae

Para analizar algunos de los pardmetros celulares de S. cerevisize mediante
citometria de flujo, se han cultivado las células del mismo modo que se ha comentado en el
apartado anterior. Asi el cultivo en fase exponencial era diluido en primer lugar a una
absorbancia a 600 nm de 0,2, y tras 4-6 horas de incubacién se diluia nuevamente a una
absorbancia de 0,1. Estos matraces eran igualmente incubados a 26 y a 37°C durante 24
horas tomando diversas alicuotas a lo largo del ensayo. Las alicuotas estaban constituidas
por 3x10° células aproximadamente, que tras ser lavadas con tampén PBS eran incubadas
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durante 30 min en las mismas condiciones de cultivo con los fluorocromos adecuados al
proceso que se queria evaluar, y que se indican a continuacion:

- Cantidad de proteinas : Rojo Nilo

- Cantidad de lipidos: Isotiocianato de fluoresceina (FITC)

- Actividad de la superéxido dismutasa mitocondrial: Hidroetidio

- Actividad de la peroxidasa citoplasmética: Dihidrocloro fluoresceina (DCFH)
- Potencial de membrana mitocondrial: Rodamina 123

Posteriormente las células se lavaban dos veces con tampén PBS y se analizaban en
el citometro de flujo Becton-Dickinson, Sunnyvalley, CA, modelo FACScan. En cada
muestra se estudiaban 1x10* células.

4.8.3. Estudio semicuantitativo de quitina

Para tratar de conocer las posibles diferencias cuantitativas entre los niveles de
quitina de distintas cepas de S. cerevisiae, se han realizado medidas semicuantitativas por
citometria de flujo del polimero capaz de unirse al blanco calcoflior. Las ¢élulas han sido
procesadas como en los apartados anteriores, diluyendo el cultivo celular en dos ocasiones
e incubandolo a 26 y 37°C durante 24 horas. Las alicuotas tomadas a lo largo del cultivo se
lavaban con €l tampén PBS en dos ocasiones y se incubaban en presencia de blanco
calcoflior 2 pg/ml durante 15 min en las mismas condiciones de cultivo. A continuacion
eran analizadas en el citémetro de flujo BRYTE-HS (Bio-Rad, Hempstead, UK), equipado
con una ldmpara de xenon-mercurio para excitar con luz UV el calcofliior. La sefial
fluorescente procedente de 5x10° células se recogia mediante un filtro azul.

4.9. Técnicas de microscopia

A continuacién se indican las diferentes técnicas microscdpicas que han sido
empleadas en este trabajo.

4.9.1. Microscopia dptica

Las muestras de levaduras han sido observadas en montajes himedos, en un
microscopio Nikon Labophot-2, empleando un objetivo de contraste de fases 40X y un
ocular 10X.

Para los ensayos con fluorocromos (IP y calcoflior) se han utilizado los
microscopios de fluorescencia Leitz (Nikon Labophot) y Olimpus IMT-2 equipados con
lampara de mercurio y filtros de excitacion UV.

4.9.2. Microscopia electrénica de barrido

Esta técnica ha sido empleada en una de sus modalidades, denominada
Crioscanning, para obtener informacion sobre la morfologia externa e interna de algunas
cepas de S. cerevisiae. La preparacién y observacion de las muestras se ha realizado en el
Servicio de Microscopia del Centro de Ciencias Medioambientales del C.S.L.C. (Madrid),
siguiendo el protocolo indicado a continuacion.
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Las células se resuspendian en un tampén PBS con 10% de glicerol y se congelaban
en nitrogeno liquido al vacio. Algunas de las muestras se fracturaban para observar la
morfologia celular interna. A continuacién el agua de congelacién era sublimada y se
realizaba un tratamiento con oro para incrementar los contrastes.

4.9.3. Microscopia electrénica de transferencia

Esta técnica ha sido utilizada para obtener informacioén sobre la ultraestructura de
algunas cepas de S. cerevisiae. La preparacion y la observacién de las muestras se ha
realizado en el Servicio de Microscopia del Centro de Ciencias Medioambientales del
C.5.1.C., Madrid, siguiendo el protocolo indicado a continuacién.

Las células eran inicialmente prefijadas con una solucién de paraformaldehido 1%-
glutaraldehido 1% durante 2 horas a 4°C. Pasado este tiempo se lavaban y se resuspendian
en agar, troceandolo seguidamente. La postfijacion se realizaba con permanganato potdsico
durante dos horas a 24°C, y a continuacién se lavaban repetidamente en tampén PBS
durante 3 horas. La deshidratacién se realizaba en acetona de concentracion creciente
(30%, 50%, 70%, 90% y 100%) durante 15 min cada paso, excepto la etapa en acetona
70% que duraba toda la noche. Posteriormente eran incluidas en la resina Spurr de la
manera siguiente:

resina/propileno 1/3: 1 hora
resina/propileno 2/2: 1 hora
resina/propileno 3/ 1.: 12 horas
resina/propileno 3/3: 72 horas

Finalmente las muestras se incluian en resina Spurr durante 24 horas a 70°C.

El estudio de la ultraestructura de la membrana plasmatica también ha sido
realizada mediante microscopia de transmision. Para ello las células estudiadas habian sido
sometidas previamente a un proceso de criofijacién y criofractura en el Servicio Cientifico-
Técnico de la Universidad Auténoma de Barcelona, que permite obtener réplicas de la cara
protoplasmica y exoplasmica de la membrana plasmatica de células fracturadas. Los
protocolos seguidos en los procesos de criofractura y criofijacién se indican a continuacion.

Las levaduras eran fijadas en presencia de paraformaldehido 5,7% durante 1 hora en
agitacion y en las mismas condiciones en que habian sido cultivadas, y posteriormente
durante 72 horas a 4°C. La criofijacion se realizaba mediante Ia inmersion del pellet en
propano licuado en nitrégeno liquido a una temperatura de -189°C. A continuacién se
llevaban a cabo los procesos de criofractura y replicacién, utilizando un equipo Balzers
Freeze-etching system modelo BAF 060 en las condiciones siguientes:

- vacio: 1x10® mbar

- T* de fractura: -110°C

- tiempo y T* de sublimado del hielo después de la fractura: 5 min a -100°C
- sombreado Pt/C: espesor de 2 nm a un angulo de 45°

- sombreado de C: espesor de 20 nm a un dngulo de 90°
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Posteriormente las muestras eran digeridas en lejia durante una noche, y lavadas
con agua destilada tres veces, con un periodo de duracion de una hora en cada lavado. Las
réplicas se recogian en rejillas de oro de 400 mesh y eran analizadas en un microscopio
electrénico de transferencia.

4.9.4. Microscopia confocal

Esta técnica que ha sido empleada en la inmunolocalizacion de la proteina de fusion
CLYTA-Ypl007cp, se ha realizado en el Centro de Citometria de Flujo de la UCM,
utilizando un microscopio confocal de barrido laser MRC-1000 (Bio-Rad, Hempstead, UK)
equipado con laser de argon y 3 pmts. El analisis de las imdgenes se realizé con el
programa COMOS (Bio-Rad).

Las células se cultivaban durante 24-30 horas a 26°C en un medio MDA carente de
uracilo que asegurara la presencia de la fusién génica. Cuando la absorbancia a 600 nm era
aproximadamente de 1, se inoculaban matraces con medio YEPD a una absorbanc1a de 0,1
y se incubaban durante una noche a 26°C. Posteriormente se recogian 2x10% células, se
comprobaba mediante tincién con yoduro de propidio 0,1 mg/ml que su mortalidad era
pequefia, y se fijaban en presencia de paraformaldehido 5,7% durante 1 hora en agitacién y
en las mismas condiciones en que habian sido cultivadas. A continuacion las células eran
lavadas con tampén PBS tres veces, resuspendidas en 10 ml del mismo tampon y
mantenidas a 4°C durante 18-48 horas. Transcurrido este tiempo se recogian 2x107 células
y se resuspendian en 1 ml de tampdén PBS-sorbitol 1 M. Estas células eran tratadas con
zimoliasa (2 mg/ml) a 37°C en agitacién durante 3-6 min dependiendo de la cepa.
Seguidamente se lavaban tres veces con el tampén PBS-sorbitol 1 M y se incubaban en
primer lugar con un anticuerpo policlonal de conejo obtenido frente al dominio CLYTA,
cedido por el Dr. Sanchez-Puelles, y previamente inmunoadsorbido durante una noche a
37°C frente a un cultivo lisado de S cerevisiae para evitar inmunofluorescencia
inespecifica. Tras la incubacién con el anticuerpo policlonal, y dos lavados sucesivos con
tampon PBS, las células se incubaron con un segundo anticuerpe monoclonal anti IgG de
conejo marcado con el fluorocromo Cy3. La fluorescencia emitida por el fluorocromo,
permitio la localizacién de la proteina de fusion en el interior celular.

5. TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR: MANIPULACION DE ACIDOS
NUCLEICOS

Las técnicas basicas de biologia molecular se han realizado segiin las indicaciones
clasicas de Sambrook er al. 1989.

5.1. Manipulacién del DNA
5.1.1. Aislamiento del DNA plasmidico de E. coli

El aislamiento del DNA plasmidico de E.coli en minipreparaciones se ha realizado
siguiendo una modificaciéon del método de lisis alcalina descrito por Sambrook et al.
(1989), en el que se han eliminado las fenolizaciones.
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En los casos en los que se necesité un DNA plasmidico de mayor pureza para que
pudiera ser secuenciado, se siguieron dos protocolos diferentes dependiendo del servicio de
secuenciacion utilizado. Para la secuenciacién en el Servicio de la Facultad de Farmacia de
la Universidad Complutense de Madrid, se purificaba el DNA plasmidico utilizando el
sistema comercial de Quiagen de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Para la
secuenciacion en los servicios del Centro Nacional de Biotecnologia y en el del Instituto de
Investigaciones Bioldgicas, se extraia el DNA plasmidico mediante el método de lisis
alcalina y se precipitaba de la manera indicada en Sambrook ef al., (1989). A continuacién
el DNA precipitado se resuspendia en 16,8 pl de agua destilada, 3,2 ul de cloruro sddico 5
M y 20 pl de polietilenglicol de 6000 u 8000 al 13 %, y se incubaba en hielo durante 30
minutos. La recuperacion del DNA plasmidico se realizaba mediante centrifugacion
durante 10 min a 12000 xg a 4°C. Posteriormente ¢l sedimento era lavado con etanol 70%,
secado a vacio y resuspendido en 100 pul de agua destilada. A continuacidn se realizaba una
extraccién con fenol:cloroformo (1:1) y una ultima precipitacion con acetato amoénico 4 M
y etanol absoluto.

5.1.2. Aislamiento del DNA plasmidico de S.cerevisiae

La extraccion del DNA plasmidico se ha realizado siguiendo dos métodos
diferentes durante el desarrollo de este trabajo:

- Lisis de S. cerevisiae con bolitas de vidrio (Hoffman y Winston, 1987). Las
células se crecian en el medio adecuado hasta una absorbancia a 600 nm de 1-2 a 26°C y
eran posteriormente lisadas con bolitas de vidrio de 0,425 mm de didmetro (SIGMA) en
presencia de una solucidn de ruptura constituida por Triton X-100 2%, SDS 1%, NaCl 100
mM, Tris HC1 10 mM pH 8 y EDTA 1 mM. Una vez que el 90% de la poblacion celular
habia sido lisada, se realizaba una extraccién del DNA plasmidico con fenol:cloroformo
(1:1). Posteriormente el DNA extraido se precipitaba con acetato sodico 0,3 M y 2
volimenes de etanol absoluto. El DNA obtenido era seguidamente amplificado en E. coli,
para lo que se realizaba una transformacién de este microorganismo por electroporacion y
una extraccion del DNA plasmidico mediante la realizacion de minipreparaciones.

La cantidad de DNA plasmidico extraido por este método era pequeiia,
especialmente en los vectores centroméricos, por lo que se adoptd el protocolo alternativo
que se indica a continuacion.

- Electroporacion de S cerevisiae. Se resuspendian en 100 pl de agua estéril las
células procedentes de 1 cm? de una placa de Petri que habian sido incubadas durante una
noche. A continuacion las c€lulas se lavaban tres veces con agua estéril y se resuspendian
en 100 pl de agua. La electroporacion se realizaba en cubetas de 0,2 ¢m (Bio-Rad) en un
electroporador Gene Pulser (Bio-Rad), en condictones de 2500 voltios, 200 ohmios y 25 uF
de capacitancia. Tras la adicién de 10 pl de SDS 10%, se realizaba una primera extraccion
con fenol y una segunda con cloroformo. El sobrenadante se precipitaba con etanol
absoluto en presencia de acetato sodico 0,3 M y se lavaba con etanol 70%. E1 DNA
precipitado se secaba y se resuspendia en 10 pl de agua. La amplificacién de este DNA se
realizaba mediante la transformacién de células electrocompetentes de E. coli en las
mismas condiciones, y una posterior extracciéon del DNA plasmidico mediante la lisis
alcalina de minipreparaciones,
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5.1.3. Aislamiento del DNA total de S.cerevisiae y de C. albicans

Para la obtencién de DNA total de S.cerevisiae, se ha seguido basicamente uno de
los métodos recomendados por Johnston (1988) para obtener un DNA de elevada pureza.
En primer lugar se obtenian protoplastos mediante la incubacién con zimoliasa (2 mg/ml) y
posteriormente se lisaban para recuperar el DNA. Se realizaban sucesivas extracciones con
fenol:cloroformo (1:1) y finalmente el DNA se precipitaba con etanol absoluto.

5.1.4. Aislamiento del DNA total de A. fumigatus

La extraccion del DNA total de 4. fumigatus se ha realizado siguiendo un método
basado en el protocolo recomendado por Lee y Taylor (1990). En este método se realizaba
la lisis de un cultivo muy esporulado de 4. fumigatus, crecido en YEPD a 26°C durante una
semana. Las esporas se recuperaban por centrifugacion, se liofilizaban a vacio y se
congelaban a -80°C. La lisis de las esporas se realizaba mediante trituracion en nitrégeno
liquido. El homogeneizado se alicuotaba y se mezclaba bien con 500 ul de tampdn de lisis
(Tris HCl 50 mM pH 7,2, EDTA 50 mM y SDS 3%). Se calentaba a 65°C durante 1 hora
en un bafio de agua y a continuacién se realizaba una primera extraccion con
fenol:cloroformo (1:1). El sobrenadante era tratado con RNAsa (50 pg/ml) durante 30 min
a 37°C, y a continuacién se realizaban dos nuevas extracciones con fenol:cloroformo (1:1)
pH 7,8. El DNA se precipitaba con 0,6 volimenes de isopropanol en presencia de acetato
sodico 0,3 M. El precipitado se lavaba dos veces con etanol 70% y se resuspendia en TE.

5.1.5. Aislamiento del DNA total de linfocitos humanos

Este proceso se ha llevado a cabo a partir de células de linfocitos humanos
(linfocitos T) que procedian de la linea Jurkat (ATCC CRL 8163). Las células se crecian
durante 12 horas en el medio RPMI 1640 (PAA Lab. Inc.) suplementado con suero fetal de
ternera (10% v/v, PAA Lab. Inc.), con 100 U/ml de penicilina-estreptomicina y con
glutamina 4 mM, en una atmoésfera de 5% de CO, y 37°C. El suero fetal se inactivaba
previamente a 56°C durante media hora. Las células se lavaban con tampén PBS,
recogiendo las células con centrifugaciones suaves. A continuacién se resuspendian en 4
ml de la solucién de lisis (Tris HCl 10 mM pH 7,5, cloruro sédico 400 mM y EDTA 2
mM) y se trataban con 0,1 mg/ml de Proteinasa K y 110 pl de SDS 10%. La mezcla se
mantenia a 60°C durante una hora. A continuacidn se adicionaban 350 pl de cloruro sédico’
6 M y tras agitar fuertemente durante 15 s se centrifugaba a 1500 xg durante 15 min a
20°C. El DNA disuelto en el sobrenadante se recuperaba mediante precipitacién con etanol
absoluto. A continuacidn se lavaba dos veces con etanol 70% y se resuspendia en tampon
TE.

5.1.6. Amplificacién de genotecas en E.coli

En este trabajo se han amplificado las genotecas de S. cerevisize CEN BANK,
pURSC1, MATCHMAKER vy la 37323 de la ATCC (tabla 4), siguiendo las indicaciones
de Sambrook er al. (1989) para la obtencion de grandes cantidades de DNA plasmidico.
Para ello las células de E. coli, que tenian clonada las genotecas, se crecian en el medio LB
liguido suplementado con ampicilina, del modo recomendado. A continuacion las células
eran sembradas en numerosas placas del mismo medio, de manera que fuera posible
obtener tres colonias para cada uno de los clones de la genoteca. A continuacion se
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recogian las células crecidas en las placas, se lisaban con lisozima y se continuaba el
procesamiento del DNA plasmidico siguiendo las indicaciones de Sambrook ef al. (1989).

3.1.7. Electroforesis de DNA en geles de agarosa

Los geles de agarosa utilizados han sido preparados, siguiendo las instrucciones de
Sambrook ef al. (1989), a diferentes concentraciones (0,7-1,2%) segun el tamafio del DNA
que se queria analizar. Asimismo la preparacion de las muestras de DNA vy la electroforesis
también se ha realizado como indica la misma referencia. La tincién con bromuro de etidio
Spug/ml pemitia visualizar los fragmentos de DNA al ser iluminados con radiacién
ultravioleta.

5.1.8. Extraccion del DNA a partir de geles de agarosa

El aislamiento del DNA de los geles de agarosa se ha realizado mediate la
utilizacién del kit comercial Geneclean (BIO 101, La Jolla, California), siguiendo las
recomendaciones del fabricante.

5.1.9. Determinacion del tamafio, pureza y concentraciéon del DNA

Para conocer el tamafio de los fragmentos lineales de DNA se han utilizado
diferentes patrones de peso molecular suministrados por casas comerciales o construidos a
partir de la digestiéon de plasmidos conocidos.

La pureza del DNA ha sido determinada mediante el calculo del cociente de las
absorbancias a 260 y 280 nm en un espectrofotémetro UNICAM 8620 UV/VIS.

La concentracion del DNA ha sido determinada mediante la lectura de la
absorbancia a 260 nm, considerando que un valor de 1 equivale a una concentracion de 50
pg/mi para DNA de doble cadena, de 40 pg/ml para DNA de cadena sencilla y de 20 pg/ml
para oligonucleétidos.

5.1.10. Digestion del DNA

La digestion del DNA con enzimas de actividad endonucledsica y exonucledsica se
ha realizado segtin especifica Sambrook et al. (1989).

5.1.11. Desfosforilacion del extremo 5’ del DNA

Para evitar la recircularizacion del vector cuando éste habia sido digerido con una
unica enzima de restriccion, se han desfosforilado los extremos 5° del DNA mediante el
tratamiento con fosfatasa alcalina de intestino de ternera (CIAP), siguiendo el
procedimiento descrito por Sambrook er al. (1989). La fosfatasa alcalina era
posteriormente eliminada mediante extraccion con fenol:cloroformo, o mediante
inactivacion durante 20 min a 70°C.
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5.1.12. Ligacién del DNA

Este proceso se ha realizado siguiendo las indicaciones generales de Sambrook er
al. (1989);, utilizando la DNA ligasa del fago T4.

5.1.13. Transferencia del material genético
5.1.13.1. Transformacién de E. coli

La transferencia del material genético a E. coli se ha realizado siguiendo dos
métodos diferentes segiin la eficiencia de transformacion que se deseaba conseguir.

- Transformacién quimica. Se ha seguido el método de Chung et al. (1989), que
consiste en una transformacion en frio de céiulas competentes preparadas mediante un
tratamiento con polietilenglicol (PEG), dimetil sulféxido (DMSO) y sales de magnesio.

- Electroporacion. Se ha utilizado en los casos en los que se requeria una mayor
eficiencia de transformacion. Las preparacion de las células de E. coli electrocompetentes
en las que se introducia el DNA plasmidico, se realizaba mediante lavados sucesivos con
agua y glicerol 10% enfriados en hielo, de un cultivo con absorbancia a 600 nm de 0,5 a
0,8. Las células eran dispensadas en alicuotas de 40 pl y se almacenaban a -80°C. La
electroporacion se realizaba con un electroporador Gene Pulser (Bio-Rad), en cubetas de
0,2 cm (Bio-Rad) y en las condiciones de 2500 voltios, 200 ohmios y 25 pF de
capacitancia, utilizando un volumen méximo de 5 pl de DNA plasmidico resuspendido en
agua. Las células transformadas se incubaban en medio SOC durante una hora a 37°C y
posteriormente eran sembradas en el medio adecuado.

5.1.13.2. Transformacion de levaduras

La transformacion de S. cerevisiae se ha realizado mediante el tratamiento de las
células con acetato de litio siguiendo basicamente las directrices indicadas en Ausubel ez
al. (1985-1997), modificando las condiciones de incubacion de las células durante la
transformacién. Asi las células se incubaban en agitacion fuerte durante 15 min a 45°C en
presencia de] DNA, PEG, esperma de salmén y acetato de litio, y posteriormente se
sembraban e incubaban en las condiciones adecuadas. En todos los ensayos se utilizaba
como control negativo del proceso una alicuota tratada de manera similar pero sin DNA
plasmidico, que permitia detectar contaminantes o c€lulas revertientes. Ademds se
realizaba una transformaciéon con un plasmido control para conocer la eficiencia del
proceso.

5.1.14. Secuenciacion del DNA

La secuenciacién de la mayoria de los fragmentos de DNA estudiados en este
trabajo ha sido realizada en el Centro de Secuenciacion de la Facultad de Farmacia de la
UCM, en el Centro de Secuenciacion del Centro Nacional de Biotecnologia y en el Centro
de Secuenciacién del Centro de Investigaciones Bioldgicas, los dos ultimos pertenecientes
al C.S.I.C.

Las reacciones de secuenciacién realizadas en nuestro laboratorio se han llevado a
cabo con el kit Themosequenase (Amersham) y (a-°S) ATP como nucleétido marcado
radiactivamente, siguiendo las instrucciones recomendadas por el fabricante.

77



Materiales y Métodos

La preparacion de los DNA moldes se ha descrito previamente en el apartado de
aislamiento del DNA plasmidico de E. coli y los oligonucledtidos utilizados en la
secuenciacion se indican en la tabla 6.

5.1.15. Hibridacion DNA-DNA, Southern blot

Esta técnica ha sido realizada siguiendo las indicaciones basicas de Sambrook ef al.
(1989).

En primer lugar se marcaba radiactivamente el fragmento de DNA utilizado como
sonda con (o-"°P) dCTP (3000 Ci/mmol, Amersham) mediante el kit Multiprime DNA
labelling sytem (Amersham), que permite sintetizar pequefias cadenas de nucledtidos
marcadas.

Los procesos de desnaturalizacion, neutralizacion y transferencia capilar del DNA
de los geles de agarosa a membranas de nitrocelulosa (Amersham), fueron realizadas de
acuerdo a Sambrook ef al. (1989), adaptadas a las indicaciones especificas de la membrana.

La prehibridacion e hibridacion de sondas radiactivas con DNA fijado a las
membranas se realizaba con la solucion Rapid Hybrid Buffer (Amersham) en un horno de
hibridacién (Hybaid). La temperatura de hibridacién oscilaba entre 45 y 65°C segun el
ensayo, y el tiempo de hibridacién era de dos horas. Las membranas se lavaban con SSC
3X SDS 0,1% dos veces durante 10 min a la misma temperatura de hibridacién, y con SSC
0,5X SDS 0,1% en idénticas condiciones. El revelado se realizaba mediante
autorradiografia utilizando peliculas Hyperfilm™-Mp (Amersham).

5.1.16. Amplificacién de DNA mediante PCR

La ampificacion de DNA mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR),
se ha realizado en un aparato Perkin-Elmer Cetus, DNA Themal Cycler. Los
oligonucledtidos se utilizaban en concentracién final de 0,9 uM, los desoxinucledtidos
(Boehringer-Mannheim) a 0,25 mM y el DNA molde a 1 ng/ul. La polimerasa utilizada
variaba segun la fidelidad de la amplificacién que se queria obtener, de manera que se han
empleado Tag polimerasa (Promega), Pfu polimerasa (Stratagene) o una mezcla de Tag
DNA y Pwo DNA polimerasas (Boehringer).

En general, las condiciones de desnaturalizacion del DNA eran de 94°C durante I
min. La hibridacién se llevaba a cabo durante 2 min a una temperatura variable segiin el
caso, y la extension se mantenia 2 min a 72°C. El nimero de ciclos era de 30 cuando el
DNA molde era DNA plasmidico, y ascendia a 40 cuando se trataba de DNA
cromosomico. Para terminar el proceso se realizaba una extension final durante 10 min a
72°C.

Las variaciones de estas condiciones generales son comentadas en el apartado de
Resultados correspondiente.

Los oligonucledtidos utilizados en este trabajo se indican en la tabla 6.

5.1.17. Determinacion de los sitios de iniciacién de la transcripcion mediante el
empleo de la técnica de extensién con un iniciador (primer extension)
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Para localizar el sitio de iniciacién de la transcripcién del gen YPLOO7C, se ha
seguido un protocolo basado en el método de Chandry er al. (1994), que se describe a
continuacién. En primer lugar, se realizaba una desnaturalizacion a 90°C de 1,5 pg de
mRNA que habia sido extraido de células en fase exponencial en medio liquido YEPD a
26°C, v 0,3 pg de oligonucledtido PEX103. A continuacién tenfa lugar su anillamiento a
45°C durante 5 min. La sintesis de cDNA se realizaba en un volumen de reaccion de 10 pl
que contenia 30 U de la transcriptasa inversa (M-MuLV, Promega), 15 pCi (-¥*P) dCTP,
dATP 100 uM, dGTP 100 uM, dCTP 10 pM, dTTP 100 pM, Tris-HCl 50 mM pH 8,5,
cloruro potasico 50 mM, cloruro magnésisco 20 mM y DTT 10 mM. La reaccién se
incubaba a 45°C durante 60 min y se detenia con hidréxido sédico a una concentraciéon
final de 0,4 M, manteniéndose 12 horas a temperatura ambiente para desnaturalizar los
acidos nucléicos. Posteriormente se neutralizaba la mezcla con acido acético 0,4 M y se
precipitaba con dos volumenes de etanol absoluto, disolviéndose en una solucion 1:1 (v/v)
de agua y solucién de colorante (azul de bromofenol 0,3%, xilencianol 0,3%, EDTA 10
mM pH 7,5 y formamida desionizada 97,5% ). Para analizar la longitud de los productos de
la extensién, y por tanto, el punto de iniciacién de la transcripcitn, se realizé una
electroforesis cargando las muestras en un gel de poliacrilamida al 6% con urea 9 M, y
detectandose el resultado por autorradiografia. La secuenciacion del plasmido pUC18 con
el oligonucledtido universal se utilizé como referencia para localizar el punto de iniciacion
de la transcripcion en el genoma.

5.2. Estudio del RNA
5.2.1. Extraccion de RNA total y purificacién del mRNA

La extraccién del RNA total se ha realizado a partir de muestras de 0,2-0,3 g de
células de S, cerevisiae, mediante lisis mecénica con bolitas de vidrio 0,425 mm en
presencia de los inhibidores de RNAsas tiocianato de guanidina y 8-mercaptoetanol. El
RNA se purificaba con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25/24/1) a pH acido y se
precipitaba con isopropanol. Los reactivos utilizados procedian del kit RNAgents, Total
RNA Isolation System (Promega).

Fl aislamiento de]l mRNA a partir del RNA total se ha realizado con el kit comercial
PolyA Tract, mRNA Isolation System III (Promega) que permite la hibridacién del mRNA
con el oligo(dT)-biotina y una posterior captura del hibrido con estreptavidina unida a
particulas magnéticas.

5.2.2. Determinacion del tamaifio, pureza y concentracién del RNA

Para conocer el tamafic del mRINA se ha utilizado un patron comercial de peso
molecular.

La pureza del RNA ha sido determinado mediante el calculo del cociente de las
absorbancias a 260 y 280 nm en un espectrofotometro UNICAM 8620 UV/VIS.

La concentracién del RNA ha sido determinada mediante la lectura de la
absorbancia a 260 nm, considerando que una unidad equivale a una concentracion de 40

pg/ml.
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5.2.3. Hibridacion RNA-DNA, Northern blot

Esta técnica ha sido realizada siguiendo las indicaciones basicas de Sambrook et al.
(1989).

La sonda de DNA empleada en esta técnica ha sido marcada radiactivamente con
(0-**P) dCTP (3000 Ci/mmol, Amersham) mediante el kit comercial Multiprime DNA
labelling sytem (Amersham), al igual que en los ensayos de hibridacién DNA-DNA.

La transferencia del RNA a membranas de nylon (Hybond N, Amersham) se
realizaba mediante capilaridad, siguiendo las indicaciones de Sambrook et al. (1989),
aplicando las modificaciones indicadas por el fabricante de la membrana. Posteriormente
se comprobaba el estado del RNA mediante la tincién de la membrana con una solucién de
azul de metileno 0,04% en acetato sddico 0,5 M pH 5,2 durante 5 a 10 min.

La hibridacién RNA-DNA se realizaba a 65°C, en las mismas condiciones en que se
realizaba la hibridacién DNA-DNA comentada anteriormente, aunque se modificaban las
condiciones de lavado, de manera que se realizaban 2 lavados de 10 min con SSC 2X, SDS
0,1% a temperatura ambiente y 2 lavados de 15 min con SSC 0,1X, SDS 0,1% a 65°C.

Las bandas de hibridacion se analizaban por autorradiografia utilizando peliculas de
alta sensibilidad (Biomax MS, Kodak) y pantallas intensificadoras.

6. MANIPULACION DE PROTEINAS

6.1. Obtencién de proteinas heterélogas
6.1.1. Expresion en E. coli

La expresion de genes heterdlogos ha sido realizada en la cepa de E. coli
BL21(DE3)plysS. Para ello se preparaba un preinéculo durante 18 horas a 37°C en 2 ml de
medio LB suplementado con ampicilina y cloranfenicol. Posteriormente se utilizaba este
cultivo para inocular un matraz con medio LB y otro con medio M9, de manera que el
preinoeulo quedara diluido 100 veces. Los matraces inoculados se incubaban a 37°C hasta
que la absorbancia a 600 nm fuera de 0,3 a 0,5. A continuacién inducia la expresién
mediante la adicién de IPTG a concentracion final de | mM, tomando alicuotas durante las
5 horas posteriores. Las células se centrifugaban y se lisaban mediante congelacion a -20°C
y descongelacién rapida a 37°C. El pLysS es un plasmido que tiene clonado el gen de la
lisozima del fago T7 que infecta E. coli, el cual, tras la congelacion y descongelacion de las
células provoca la lisis de las mismas. A continuacion se resuspendian en 250 ul del
tampon de lisis (Tris HC1 62 mM pH 6,8, SDS 2%, B-mercaptoetanol 5%, glicerol 10% y
azul de bromofenol 0,005%), se sonicaban durante 15 s para romper el DNA y se
mantenian a 100°C durante 5 min. Finalmente se realizaba una centrifugacion a 12000 xg
durante 5 min para eliminar las envueltas celulares y precipitar el DNA. Los extractos
celulares se analizaban por SDS-PAGE y por Western blot.

6.1.2. Expresion en S. cerevisiae

Para llevar a cabo la expresion de las fusiones génicas en S. cerevisiae, se ha partido
de un cultivo a 28°C en medio MDA, que carecia de los aminoacidos adecuados para
asegurar el mantenimiento del plasmido en el que estaba clonada la construccién a
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expresar. Este cultivo se incubaba durante el tiempo necesario hasta que su absorbancia a
600 nm fuera de 1 y posteriormente se utilizaba para inocular un matraz con medio YEPD
a una absorbancia de 0,1. Este matraz se incubaba a 28°C durante una noche. Las células se
recogian por centrifugacién 10 min a 1500 xg, se resuspendian en el tampon de lisis (Tris
HCl 50 mM pH 7,5, EDTA 2 mM pH 8, NaCl 100 mM) a una absorbancia equivalente a
250 y se lisaban con bolitas de vidrio de 0,425 mm de diametro mediante sucesivas
agitaciones en vortex con pulsos de 20 s intercalados con enfriamiento en hielo. Finalmente
se separaban los restos celulares de la fase acuosa mediante centrifugacion a 12000 xg
durante 15 min a 4°C. Las proteinas se valoraban con el método de Bradford y se
analizaban 10 pg en geles de SDS-PAGE y por Western blot.

6.2. Cuantificacién de proteinas

Se ha utilizado el método de Bradford (1976), mediante la extrapolacién de los
valores obtenidos en una curva patron realizada con concentraciones conocidas de
albumina sérica bovina (2,5-25 ug/ml). E! reactivo de Bradford era suministrado por Bio-
Rad, y el espectrofotdmetro utilizado era un Unicam 8620 UV/VIS.

6.3. Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida-SDS

La electroforesis monodimensional de proteinas en condiciones desnaturalizantes
(SDS-PAGE) se ha realizado en geles de poliacrilamida segtin el método descrito por
Laemmli (1970). Los geles de poliacrilamida se preparaban a concentracién variable del
10-15% el gel separador, segin el tamafio de la proteina estudiada, y una parte de gel
concentrante al 3  5%. Las muestras se hervian durante 5 min en presencia del tampoén de
lisis (Tris-HCI 62,5 mM pH 6,8, SDS 2%, p-mercaptoetanol 5%, glicerol 10% y azul de
bromofenol 0,005%). Las electroforesis se realizaban en un equipo Miniprotean de Hoeffer
a temperatura ambiente y corriente constante (50 mA, utilizando un electrolito que contenia
Tris HCI1 0,025 M, glicina 0,192 M y SDS 0,1%).

La detecciéon de las proteinas en geles de poliacrilamida se ha llevado a cabo
mediante la tincién con Azul Brillante de Coomassie R-250 y posterior decoloracion segin
Sambrook ef al. (1989). La determinacion del tamafio molecular de las proteinas se ha
realizado mediante su comparacién con marcadores de tamaiio (Bio-Rad).

6.4. Inmunodeteccion de proteinas: Western blot

Esta técnica se ha realizado mediante una separaciéon de las proteinas por
electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS y una transferencia a membranas de
nitrocelulosa de 0,45 micron (Bio-Rad), en una cubeta de transferencia (Hoeffer) a un
voltaje constante de 50 v durante 150 min, o bien a 30 v durante toda la noche a 4°C. La
correcta transferencia de las proteinas se visualizaba mediante tincién con una solucion de
rojo Ponceau 0,5% y acido tris-cloro acético 1%.

La membrana se saturaba con leche desnatada al 5% (p/v), en tampdn PBS
mediante incubacién a 37°C durante una noche en agitaciéon suave. A continuacién, se
incubaba con un anticuerpo policlonal anti-ClytA (cedido por el Dr. Sanchez-Puelles), en
dilucién 1:10000, en una solucion compuesta por PBS y Tween 20 al 0,1% (v/v). La
incubacion se realizaba durante 2 horas a temperatura ambiente con agitacion suave. A
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continuacion, la membrana se lavaba 3 veces con la solucion anterior, realizando un primer
lavado de 15 min, y un segundo y tercero de 5 min. Posteriormente la membrana se
incubaba con un anticuerpo de cabra anti-IgG de conejo, conjugados con peroxidasa,
diluidos 1:1000 en la solucion descrita durante una hora. Finalmente, tras un lavado de 15
min y 4 lavados de 5 min con la solucion PBS y Tween al 0,1% (v/v), las bandas de
reaccion se visualizaban con los reactivos comercializados por Amersham para la deteccion
de proteinas ECL Western blotting.

6.5. “Sistema dos hibridos”

La busqueda de interacciones proteina-proteina se ha realizado mediante el “sistema
dos hibridos” siguiendo las recomendaciones del fabricante (MATCHMAKER Two-
Hybrid System 2, Cat # K1604-1, Clontech).

Los genes MPS] e YPLOO7C se clonaron en el vector pAS2-1 (tabia 5), obteniendo
las construcciones pASMPS1 y pASYPL, respectivamente (tabla 6). En primer lugar, se
transformaron las cepas Y190 y CG-1945 con dichas construcciones, siguiendo el
protocolo de transformacion a pequefia escala sugerido por el fabricante y que estd basado
en el método del acetato de litio (Ausubel et al., 1985-1997). Se analizé la capacidad de
activacién transcripcional inespecifica de los genes en estudio ensayando la actividad B-
galactosidasa de clones obtenidos con ambas cepas. En segundo lugar, tras seleccionar los
clones pASYPL:Y190 y pASYPL:CG-1945, se transformaron con la genoteca
MATCHMAKER Genomyc Library (tabla 4), seleccionandose los clones His'.
Posteriormente se ensayaba su actividad (-galactosidasa con objeto de verificar la
existencia de interacciones proteina-proteina. El ensayo de B-galactosidasa se realizd sobre
filtros Whatman #5 previamente impregnados con las colonias a ensayar, utilizando como
substrato X-gal (0,33 mg/ml).

7. ANALISIS CROMATOGRAFICOS

El estudio de la produccién y consumo de algunos metabolitos por diferentes cepas
de S cerevisiae durante su crecimiento en fermentadores, se ha llevado a cabo mediante
cromatografia liquida de alta presion (HPLC) en un cromatégrafo Beckman System Gold.
Estos analisis se¢ han realizado en colaboraci6n con el grupo de Fermentacion del Centro de
Investigacidén Basica de SmithKline-Beecham.

Los caldos estudiados procedian de la centrifugacién de las alicuotas tomadas en
diferentes momentos del cultivo en fermentador de S. cerevisize en condiciones
controladas. Para analizar los azucares, los alcoholes y los acidos organicos se utilizaba una
columna Aminex HPX-87H (300mmX 7,8 mm) de Bio-Rad siguiendo las indicaciones del
fabricante. Se utilizaba un detector de indice de refraccién para analizar los azicares y los
alcoholes, y un detector de UV 220nm para los acidos organicos.

El andlisis de los aminodcidos requeria un tratamiento previo del caldo a analizar,
con el objetivo de derivatizar los aminoacidos. Para ello se utilizaba el kit comercial
Waters AccQ-Fluor Reagent Kit siguiendo las instrucciones del fabricante. A continuacién
la muestra tratada era inyectada en una columna AccQ-Tag Aminoacid Analysis Column
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4u Cyiz (3,9 mmX150 mm) Waters, utilizando un detector de luz UV y otro de
fluorescencia.

8. ANALISIS INFORMATICO DE LAS SECUENCIAS DE DNA Y DE
PROTEINAS

La comparacion de las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas con las incluidas
en la base de datos Gene Bank/EMBL se ha realizado mediante la utilizacion del programa
BLAST del National Center of Biotechnology Information (Altschul et al., 1990)

La busqueda de motivos o dominios conservados de las proteinas estudiadas se ha
realizado mediante la comparacién con la base de datos PROSITE (Bairoch, 1991).

Para realizar las predicciones de la estructura secundaria de las secuencias
peptidicas se han utilizado los programas PEPTIDESTRUCTURE y PEPPLOT del
Wisconsin Package del Genetics Computer Group Inc.
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1IV. RESULTADOS

1. OBTENCION DE UNA COLECCION DE MUTANTES CONDICIONALES

El principal objetivo de este trabajo ha consistido en la busqueda de genes
esenciales desconocidos o poco caracterizados de S. cerevisiage que pudieran constituir
nuevas dianas antifingicas. Para ello se adopté la estrategia de caracterizacion de mutantes
condicionales e identificacién de sus genes mutados, ya que esta técnica permitia dirigir el
estudio hacia genes esenciales de S. cerevisiae (Hampsey, 1997), y ademas ofrecia la
posibilidad de identificar proteinas cuya secuencia fuera desconocida en el momento de
iniciarse este estudio.

El éxito del trabajo dependia directamente de la diversidad y del nimero de los
mutantes condicionales caracterizados, por lo que la primera parte del presente trabajo
estuvo dedicada a la obtencidn de una coleccién de mutantes condicionales, que fue
caracterizada con posterioridad.

1.1 Mutagénesis

Con la finalidad de obtener una colecciéon de mutantes condicionales numerosa y
variada, se procedié a la mutagénesis de la cepa de S. cerevisice S288C con diversos
agentes mutagénicos. Esta cepa fue elegida como cepa parental porque carecia de
auxotrofias y alteraciones que pudieran enmascarar o potenciar las modificaciones
originadas como consecuencia de la(s) mutacién(es).

Para intentar obtener mutantes alterados en genes diferentes, se utilizaron agentes
mutagénicos de distinta naturaleza. Los agentes fisicos utilizados fueron luz UV,
calentamiento a 48°C y ciclos consecutivos de congelacion a -20°C y descongelacion. Los
agentes quimicos empleados fueron etilmetano sulfonato (EMS), nitrosoguanidina (NG) y
acido nitroso (AN). Todos estos agentes suelen provocar mutaciones puntuales en el DNA
cromosoémico, excepto el calentamiento a 48°C y la congelacion, que pueden originar Ja
ruptura del material genético (Stanier et al., 1986; Nunes et al., 1993). En general, los
agentes mutagénicos fueron empleados de manera que se intentaba mutar un sélo gen del
genoma de cada cepa, para lo cual se establecieron las condiciones apropiadas para que la
mortalidad en la mayoria de los procesos oscilara entre el 85-90% seglin el agente
mutagénico empleado (ver materiales y métodos).

1.2. Aislamiento de mutantes condicionales

Las células mutadas se sembraron en diversos medios de cultivo y se incubaron a
distintas temperaturas, para tratar de recuperar mutantes con fenotipos distintos e
incrementar asi las posibilidades de que sus genes alterados también fueran diferentes. Se
buscaron mutantes termosensibles y termodependientes, que frecuentemente estin
alterados en genes esenciales para la viabilidad celular (Hampsey, 1997). También se
intentaron recuperar cepas mutadas en genes implicados en rutas metabolicas concretas, de
especial interés como dianas antifiingicas, por ser rutas diferentes a las de mamiferos, como
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son la sintesis de la pared celular y la sintesis de ergosterol. Asi las células mutadas fueron
sembradas e incubadas en diferentes condiciones permisivas, y posteriormente replicadas e
incubadas en condiciones restrictivas, seglin se indica en la figura 13.

Mutagénesis —® Siembra en condiiones — Réplica a condiciones—®Mutantes esperados
permisivas restrictivas
Ts &4 SdTs Ts+Sd

YEPD-S$26°C + + + +
) YEPD26°C + - + -

(YEPD-§ 26°C)
' ' i YEPD-S37°C - + + -
YEPD3?C - - - -

Td SdTd Td+Sd

YEPD-S37°C ~+ + +
4 YEPD 37°C + + -
i YEPD-S26°C - + -
* YEPD 26°C - - -
Ld LdTs
ML 26°C + +

3 Do —
e > z

C__ D mpLsrc - -

Figura 13: Aislamiento de los mutantes condicionales.

Cultivos de la cepa de S. cerevisiae S288C fueron mutagenizados con diferentes agentes y sembrados en
diversas condiciones permisivas. Las colonias crecidas en estas placas se replicaron a medios restrictivos ¥
también al mismo medio permisivo en el que habian sido cultivadas, para tener un control positivo de
crecimiento. YEPD-S: medio YEPD suplementado con sorbito] 0,9 M; ML: medio suplementado con un
extracto lipidico; MDL: ML carente del suplemento lipidico.

A la derecha de la figura se indica el fenotipo de los mutantes condicionales esperados. Ts: mutantes
termosensibles; Sd: mutantes dependientes de sorbitol; SdTs: mutantes con dependencia termosensible de
sorbitol; Ts+Sd: mutantes termosensibles y dependientes de sorbitol; Td: mutantes termodependientes; SdTd:
mutantes con dependencia termodependiente de sorbitol; Td+Sd: mutantes termodependientes y dependientes
de sorbitol; Ld: mutantes dependientes de suplemento lipidico; LdTs: mutantes con dependencia
termosensible de suplemento lipidico.
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El andlisis comparativo del crecimiento de 168.541 colonias en las diferentes
condiciones en las que habian sido replicadas, y una posterior verificacion del fenotipo
observado en medio sélido, permitié identificar 297 mutantes que mostraron ausencia de
crecimiento en una o varias de las condiciones analizadas. En algunas ocasiones se observd
una falta de repetitividad del comportamiento del mutante en determinadas condiciones de
cultivo, como en el medio YEPD-S tanto a 26 como a 37°C.

El comportamiento fenotipico mostrado por los mutantes en medio sélido, fue
utilizado como un primer criterio de clasificacion de los mutantes (tabla 8). Aquellos
mutantes que mostraron un comportamiento variable en determinadas condiciones no
pudieron ser incluidos en esta clasificacion preliminar. Ninguno de los mutantes
condicionales identificados mostré6 un requerimiento del suplemento lipidico para
proliferar a 26°C ni a 37°C.

Tabla 8: Clasificacion de los mutantes aislados segin su fenotipo en medio sélido

4

Crecimiento de los mutantes en las Fenotipo | Grupo
condiciones indicadas

YEPD-S YEPD YEPD-S YEPD

26°C 26°C 37°C 37°C

+ + - - Ts Gl
+ + + - SdTs G2
+ - - - Ts+Sd G3
+ - + - Sd G4
- + - + Ss G5
- - + + Td G6

La capacidad de crecimiento de los mutantes en las diferentes condiciones analizadas se indica como + en el
caso de que el mutante origine colonias visibles y - en el caso de que no aparezcan colonias o éstas sean
escasas v de tamafio muy pequefio, Los seis grupos identificados segiin las caracteristicas de crecimiento
analizadas estaban integrados por mutantes termosensibles (Ts), mutantes con dependencia termosensible de
sorbitol 0,9 M (SdTs), mutantes termosensibles v dependientes de sorbitol (Ts+5d), mutantes dependientes de
sorbitol 0,9 M (8d), mutantes sensibles & sorbitol 0,9 M (Ss) y mutantes termodependientes (Td).

Como resultado final de los procesos mutagénicos utilizados, el 0,1% de las células
estudiadas se comportaron como mutantes condicionales, mostrando incapacidad de
proliferacion en una o varias de las condiciones estudiadas. Como se indica en la tabla 9, la
luz UV resultdé ser el agente mutagénico mds eficiente en las condiciones empleadas,
permitiendo la obtencién de mas de la mitad de los mutantes de la coleccion. También se
aislaron mutantes condicionales procedentes de procesos mutagénicos con NG, EMS, AN y
congelacion y descongelacion, que permitieron obtener un porcentaje similar de mutantes.
Sin embargo, los procesos mutagénicos realizados mediante calentamiento a 48°C no
dieron lugar a ningin mutante condicional que mostrara ausencia de crecimiento en las
condiciones ensayadas.
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Tabla 9: Distribucién de los mutantes condicionales obtenidos, segun los diferentes agentes
mutagénicos empleados:

Agentes mutagénicos N° de colonias N° de mutantes % Mutantes
estudiadas condicionales condicionales

Etilmetano Sulfonato 66.617 77 0,11

Luz UV 40.970 158 0,38
Nitrosoguanidina 28.136 46 0.16
Acido nitroso 15.630 14 0,09
Calentamiento a 48°C 15.400 0 0
Congelacién/descongelacion 1.788 2 0,11
Total 168.541 297

Los 297 mutantes aislados (figura 14-A y B) integraron la coleccién que sirvié de
base para el presente trabajo, y que aun posee interés para el desarrollo de estudios
posteriores para la bisqueda de nuevas dianas y la caracterizacién funcional de genes de S.
cerevisiae. l.a mayoria de los mutantes identificados procedicron de tratamientos
mutagénicos en los que la mortalidad celular estuvo comprendida entre el 85-90%, por lo
que existe una gran probabilidad de que la mayoria de estos mutantes posean una mutacién
Unica.

2. CARACTERIZACION FENOTIPICA DE LOS MUTANTES CONDICIONALES

Con objeto de confirmar ¢l fenotipo de los mutantes previamente clasificados segin
su comportamiento en medio sélido, y de confirmar el fenotipo de aquellos que habian
mostrado un comportamiento variable, se llevaron a cabo estudios en medio liquido en las
mismas condiciones que habian sido evaluadas previamente en medio sélido. Los estudios
en medio liquido son mds precisos tanto por las condiciones experimentales de trabajo
como por los procesos de cuantificacion que permiten realizar.

2.1. Estudio del crecimiento en medio liquido

Se seleccionaron 118 mutantes de los 297 aislados (figura 14-C), elegidos al azar
entre los diferentes fenotipos encontrados, para ser caracterizados en medio liquido. En
estos ensayos se evalué el crecimiento de los mutantes en cultivos inoculados con el mismo
numero de células en las diferentes condiciones analizadas, con la finalidad de eliminar
posibles variaciones del comportamiento como consecuencia de un efecto indculo.
Ademas, en estos ensayos se aseguraban las mismas condiciones restrictivas para todas las
células del cultivo.
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Como resultado de estos ensayos fue posible identificar 7 fenotipos diferentes entre
los 118 mutantes caracterizados (tabla 10), uno de los cuales, el G7, no habia sido
identificado previamente en los estudios realizados en medio solido. Este nuevo fenotipo
identificado estuvo constituido por mutantes condicionales termosensibles a 37°C y
sensibles a sorbitol a 26°C, que en medio sélido se habian comportado inicamente como
termosensibles. La mayorfa de los mutantes reprodujeron en medio liquido su
comportamiento en medio sélido, y aquellos que habian mostrado variabilidad fenotipica
en los estudios previos, fueron clasificados definitivamente en uno de estos grupos. Asi, la
casi totalidad de los mutantes que habian mostrade un crecimiento poco repetitivo en
medios sélidos con sorbitol, fueron incapaces de crecer en medio liquido en estas
condiciones.

Al estudiar la distribucion de los 118 mutantes condicionales analizados segiin su
fenotipo en medio liquido y el agente mutagénico empleado en su obtencion, se observo
que la mayoria de los mutantes caracterizados pertenecian al grupo Gl de los mutantes
termosensibles, como se indica en la figura 15. Asimismo, estos mutantes habian sido
obtenidos con mayor frecuencia por todos los agentes mutagénicos utilizados. En niimero
mucho mas escaso que los anteriores, se aislaron los mutantes del grupe G3 que crecian
unicamente a 26°C en presencia de sorbitol y que habian sido obtenidos con EMS, NG y
luz UV. También fueron recuperados en un nUmero similar a los anteriores, los que
necesitaron sorbitol para crecer (G4), los mutantes que mostraron dependencia
termosensible de sorbitol (G2) y los mutantes termosensibles y sensibles a sorbitol (G7),
procedentes de mutagénesis con luz UV y con EMS. Finalmente, los mutantes aislados en
menor nimero fueron los mutantes termodependientes (G6) y los mutantes incapaces de
crecer en presencia de sorbitol (G5), obtenidos con luz UV.

Por otra parte, el andlisis fenotipico de los mutantes en medio liquido permiti6
establecer diferencias entre el comportamiento mostrado por los mutantes en las
condiciones permisivas. Asi se detectaron mutantes cuyo comportamiento se asemejaba al
de 1a cepa control en las condiciones permisivas, mientras que otros crecian mas despacio
y/o presentaban una mortalidad superior. Estas caracteristicas permiticron clasificar a los
79 mutantes termosensibles caracterizados (G1) en 3 grupos dependiendo del crecimiento
(Agoonm) mostrado por el cultivo en condiciones permisivas a las 48 horas de incubacion. El
primer grupo incluy6 a 15 mutantes termosensibles que presentaron un crecimiento similar
al de la cepa parental. El segundo grupo estuvo constituido por 20 mutantes que tuvieron
una tasa de crecimiento menor con unos niveles de absorbancia a 600 nm comprendidos
entre el 70 y el 90% con respecto al grupo anterior, y el tercero incluy6 a 31 mutantes que
mostraron un crecimiento inferior. Ademas se detectaron 13 cepas que fueron capaces de
miciar un crecimiento lento a 37°C después de ser incubadas durante 48 horas en estas
condiciones. Se considerd que posiblemente estas cepas habian revertido la mutacion y por
tanto, fueron excluidas del grupo de mutantes seleccionados para la realizacion de estudios
posteriores.
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Tabla 10: Clasificacién de los 118 mutantes condicionales analizados en siete grupos,
segun el fenotipo mostrado en medio liquido

Crecimiento de los mutantes Fenotipo | Grupo |N° mutantes
YEPD-S YEPD YEPD-S YEPD
26°C 26°C 37°C 37°C

+ + - - Ts Gl 79
+ + + - SdTs G2 8
+ - - - Ts+Sd G3 12
+ - + - Sd G4 8
- + - + Ss G5 1
- - + + Td G6 3
- + - - Ts+Ss G7 - 7

La capacidad de crecimiento de los mutantes en las diferentes condiciones analizadas se indica como + en el
caso de que el mutante origine colonias visibles y - en el caso de que no aparezcan colonias o éstas sean
escasas y de tamafic muy pequefio. Los siete grupos identificados en funcion de las caracteristicas de
crecimiento analizadas estaban integrados por mutantes termosensibles (Ts), mutantes con dependencia
termosensible de sorbitol 0,9 M (SdTs), mutantes termosensibles y dependientes de sorbitol (Ts+Sd),
mutantes dependientes de sorbitol 0,9 M (Sd), mutantes sensibles a sorbitol 0,9 M (Ss), mutantes
termodependientes (Td) ¥ mutantes termosensibles y sensibles a sorbitol 0,9 M (Ts+Ss).

8 BCONG

§ OAN

4 ENG
EEMS
mUV

Grupos

Figura 15: Distribucién de los mutantes condicionales caracterizades segin su fenotipo en medio
liquido y el agente mutagénico empleado en su obtencion.
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2.2, Estudio de la viabilidad, la morfologia, Ia reversion del fenotipo y el efecto
indculo

En paralelo con el estudio del crecimiento de los mutantes en medio lquido, se
analizé su viabilidad con la intencidn de diferenciar entre las cepas que tenian una tasa de
muerte mas elevada en las condiciones restrictivas, y las que no morfan o lo hacian
lentamente, a pesar de que fueran incapaces de proliferar. Estos resultados permitieron
establecer una preferencia hacia el estudio de los mutantes que morian en condiciones
restrictivas.

También se analizé la morfologia de las células en las condiciones permisivas y
restrictivas ensayadas, considerandose estos datos como una caracteristica propia de cada
mutante.

Asi se seleccionaron 74 de los 118 mutantes representativos de todos los grupos
fenotipicos (figura 14-D), por ser los que morian mas rapidamente y por tener una
morfologia poco alterada. El estudio de la estabilidad de la mutacién condicional fue
realizada en estos mutantes mediante la determinacién de la tasa de reversion de la
mutacién (TR) desde valores de 1x10™ hasta 5x107, considerando que sélamente aquellos
que mostraran valores inferiores a 1x10” podian ser caracterizados genéticamente. Los
unicos mutantes que cumplieron esta caracteristica fueron algunos mutantes termosensibles
del grupo G1 (47 mutantes ) y los mutantes termodependientes del grupo G6 (3 mutantes),
que fueron clasificados en dos grupos segln su TR fuera inferior a 5x10 6 estuviera
comprendida entre 5x10” y 1x107, como se indica més adelante en la tabla 11. Los 24
mutantes restantes presentaron TR superiores a 1x107.

También se analiz6 la posible existencia de variaciones fenotipicas relacionadas con
un efecto indculo, de manera que aquellos mutantes en los que la letalidad condicional
dependiera del inéculo no debian ser caracterizados genéticamente. Para clio se
compararon los fenotipos mostrados por cada mutante utilizando dos indculos diferentes, y
en las mismas condiciones en que habia sido caracterizados previamente en medio liquido
(ver materiales y métodos). En ningin caso se observaron diferencias fenotipicas
dependientes del indculo utilizado.

3. CARACTERIZACION GENETICA DE LOS MUTANTES

Con objeto de identificar el gen mutado en cada uno de los 50 mutantes
seleccionados para ser caracterizados a nivel genético (figura 14-E), que poseian una
mutacién estable y su fenotipo era independiente del inéculo, se realizaron ensayos de
complementacion fenotipica y andlisis posterior de los transformantes obtenidos.

3.1. Estudios de complementacién

Para intentar complementar los fenotipos condicionales de los 50 mutantes
seleccionados, se utilizaron dos genotecas gendmicas de S cerevisiae denominadas
pURSC1 y CEN BANK (tabla 4).
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Ninguno de los mutantes ensayados pudo ser complementado fenotipicamente con
la genoteca pURSC1, posiblemente por el bajo niimero de vectores con inserto que poseia,
a diferencia de lo ocurrido con la genoteca CEN BANK con la que se consigui6
complementar fenotipicamente a 43 de los 50 mutantes ensayados. Todos los mutantes
complementados fueron termosensibles, ya que ninguno de los 3 mutantes
termodependientes pudo ser complementado fenotipicamente (tabla 11).

Tabla 11: Resultados obtenidos en los ensayos de complementacion fenotipica de los
mutantes termosensibles, agrupados segin el agente mutagénico empleado en su obtencion.

Agentes mutagénicos N° de mutantes N° de mutantes N° de mutantes no
complementados | complementados con | complementados
con TR <5x10° | TR (1x107-5x10") | con TR <5x10°

Luz UV 13 12 5
Etilmetano sulfonato 6 3 2
Nitrosoguanidina 2 3

Acido nitroso 3

Congelacion/Descongelacion 1

TOTAL 25 18 7

La tasa de reversién (TR) fue calculada dependiendo del nimero de colonias que habian crecido a 37°Cen la
placa sembrada con 5x10° células del cultivo de cada mutante, que no habian sido transformadas con la
genoteca.

El elevado numero de mutantes complementados fenotipicamente obligd a
establecer un orden de prioridades entre ellos antes de llevar a cabo su estudio genético, ya
que resultaba imposible realizar el anélisis de todos ellos. Por este motivo se seleccionaron
los 25 mutantes termosensibles (tabla 11, figura 14-F) que habian mostrado una TR inferior
a 5x10”, y que por haber sido obtenidos con agentes mutagénicos diversos posiblemente
estaban alterados en genes diferentes. Ademas, se establecié un orden de prioridad entre
ellos, de manera que aquellos mutantes que habian presentado un comportamiento
fenotipico similar al de la cepa silvestre en condiciones permisivas y que morian
répidamente en condiciones restrictivas, fueron los primeros seleccionados para realizar su
estudio genético.

El estudio de los plasmidos obtenidos de diferentes transformantes de los 25
mutantes seleccionados mostrd que solamente 18 clones cumplian las caracteristicas
adecuadas, ya que los plasmidos que complementaban a 4 de los mutantes no tenian los
patrones de restriccion adecuados, y en otros 3 casos, los pldsmidos no eran capaces de
complementar nuevamente la mutacion.

3.2. Clasificacion de los mutantes en “grupos de complementacién”

Para conocer si alguno de los 18 mutantes seleccionados (figura 14-G) poseian una
mutacion en el mismo gen, se realizaron estudios de complementacién de cada uno de ellos
" con todos los pldsmidos previamente aislados. Como resultado de estos ensayos, se
establecieron 12 “grupos de complementacién” diferentes. Uno de ellos estaba constituido
por 7 mutantes, y el resto de los grupos poseian un tGnico representante. Las 7 cepas del
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mismo grupo habian presentado un comportamiento similar en los ensayos de
caracterizacién fenotipica, con un crecimiento comprendido entre ¢l 70 y el 90% del
mostrado por la cepa silvestre en condiciones permisivas. Sin embargo, estas 7 cepas
habian sido obtenidas con agentes mutagénicos diferentes, ya que 3 de ellas procedian de
tratamientos con luz UV y las 4 restantes con EMS, NG, AN y procesos repetidos de
congelacion y descongelacién. El origen variado de los mutantes hacia poco probable que
todas las cepas tuvieran la misma mutacién, por lo que se sospeché la existencia de
mutaciones diferentes que fueran suprimidas por el mismo gen.

Con objeto de intentar conocer si los genes que complementaban fenotipicamente a
los 7 mutantes del grupo eran el mismo, se analizaron los patrones de restriccion de los 7
plasmidos digeridos con las enzimas Clal, Hindlll, Sphl, EcoRI y Sall. Los resultados
obtenidos mostraron que los mutantes MJ25, MJ35, MJ226 y MJ258 eran complementados
por el mismo gen ya que tenfan un patrén de restriccién muy similar. Por otro lado, los
mutantes MJ45, MJ143 y MJ241 mostraron un patrén de restriccién con bandas comunes,
pero éste patrén fue diferente del obtenido en los 4 mutantes anteriores, por lo que podia
tratarse bien de genes distintos o de fragmentos diferentes que incluyeran el mismo gen.
Por este motivo sc selecciond un plasmido de cada tipo para ser analizado y secuenciado,
con objeto de identificar el gen responsable de la complementacién fenotipica.

Asimismo, se procedi6 al andlisis de los plasmidos que complementaban los otros 6
grupos de complementacion (figura 14-H), realizando diferentes ensayos que se describen
mds adelante en este trabajo.

4. CLONACION DEL GEN HSP30

El unico “grupo de complementacién” obtenido que estaba integrado por mas de
una cepa, lo constituian los mutantes MJ25, MJ35, MJ45, MJ143, MJ226, Mj241 y
MJ258. Estos mutantes procedian del tratamiento de la cepa silvestre S288C con diversos
agentes mutagénicos. El andlisis de su comportamiento en medios ricos sélidos y liquidos,
en presencia y ausencia de sorbitol 0,9 M reveld que todos ellos mostraban un
comportamiento termosensibie a 37°C y su crecimiento poseia unos valores de absorbancia
a 600 nm comprendidos entre el 70 y el 90% con respecto a la cepa silvestre, tras 48 horas
de incubacién. La viabilidad a 26°C, evaluada con yoduro de propidio, fue similar a la de la
cepa silvestre presentando el 95-98% de células viables tras 24 horas de incubacién. A
37°C la viabilidad de la mayoria de los mutantes oscilé entre el 20-35% a las 24 horas de
incubacién, a excepcién de los mutantes MJ45 y MJ143 que mostraron el 65 y 90% de
células viables respectivamente. En estas condiciones la cepa silvestre presentaba un 95%
de viabilidad. La morfologia de los 7 mutantes fue similar en todos los casos, y no se
observaron cambios significativos con respecto a la de la cepa silvestre.

La transformacion de estos mutantes termosensibles con la genoteca CEN BANK
gener6 varios clones capaces de crecer a 37°C. La seleccion de uno de estos clones
procedentes de cada mutante se realizé segin sus caracteristicas genotipicas, de modo que
su plasmido debia poseer el patrén de restriccion esperado v ademds debia ser capaz de
complementar nuevamente a los mutantes. El estudio fenotipico de los clones
seleccionados fue realizado en medio liquido y en las mismas condiciones que habian sido
utilizadas para la caracterizacion fenotipica de los mutantes (ver materiales y métodos). Su
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comportamiento fue comparado con el mostrado por las cepas mutantes correspondientes y
la cepa silvestre S288C en las mismas condiciones. Los resultados obtenidos mostraron
una complementacién casi total del fenotipo termosensible en 4 de los mutantes (MJ25,
MI35, MJ45, MJ143), que presentaron unos niveles de crecimiento (Agoonm) entre el 70-
90% con respecto a los del silvestre, y una complementacion fenotipica total en 3 mutantes
(MJ226, MJ241y MI258), cuyo crecimiento fue similar al de la cepa S288C a la
temperatura restrictiva. Por otra parte, todos los clones analizados presentaron un
crecimiento a 26°C del 70-90% con respecto al silvestre, al igual que ocurria con sus
correspondientes mutantes. Los transformantes presentaron una viabilidad similar a la de la
cepa silvestre, y mantuvieron también sus mismas caracteristicas morfoldgicas (tabla 12).

Como ya se ha comentado anteriormente, estos 7 mutantes fueron incluidos en el
mismo “grupo de complementacién”, ya que su fenotipo termosensible era complementado
por los mismos plasmidos. El analisis de restriccion de éstos mostrd dos patrones
diferentes, por lo que se selecciond un plismido de cada tipo para identificar el gen
responsable de la complementacion fenotipica. Los plasmidos seleccionados procedian de
los clones T143.1 y T226.3. El andlisis del comportamiento de estos clones en medio
liquido mostré una complementacion casi total del fenotipo termosensible del mutante
MJ143, y una complementacién total del fenotipo termosensible del mutante MJ226. Por
otra parte, el crecimiento (Agoonm) del T143.1 y del T226.1 a 26°C fue del 75 y 85%
respectivamente con respecto al control, y similar al de sus correspondientes mutantes.

Tabla 12: Estudio comparativo del comportamiento en medio liquido de los mutantes
MJ143 y MJ226, de sus transformantes T143.1 y T226.3 y de la cepa S288C.

CEPAS YEPD 26°C YEPD 37°C
Crecimiento | Viabilidad Morfologia Crecimiento | Viabilidad | Morfologfa
(o) (%)

MJ143 ++ 95/90 S - 90/50 S
T143.1 ++ 95/89 S ++ 95/80 S
MJ226 ++ 99/90 S - 25/6 S
T226.3 ++ ‘ 99/90 S +++ 96/88 S
S288C +++ 99/96 S -+ 95/90 S

El crecimiento en el medio liquide YEPD fue estudiado durante 48 horas mediante la determinacién de la
absorbancia a 600 nm mostrada por los cultivos. El signo +++ significa que los valores obtenidos fueron
similares a los de la cepa silvestre. El signo ++ indica un crecimiento comprendido entre el 70-90% del
silvestre. El signo - indica ausencia de crecimiento. Los valores de viabilidad indican el porcentaje de células
no tefiidas con yoduro de propidio a las 24/48 horas de comenzar el ensayo. La morfologia fue analizada
mediante microscopia 6ptica y se indica como S en el caso de que no se apreciaran diferencias significativas
con respecto a la morfologia de la cepa silvestre S288C. Los valores de crecimiento a 26 y a 37°C estan
referidos a los valores de crecimiento de la cepa S288C en las mismas condiciones.

El analisis funcional de los plasmidos se realizé del modo indicado en las figuras 16
y 17, y la secuenciacion de un fragmento de éstos permitié identificar al gen HSP30 como
el iinico gen responsable de la complementacion de todos los mutantes.
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Plasmido  Complementacién del
crecimiento de MJ143 a 37°C
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Figura 16: Analisis funcional del inserto clonado en p143.1 e identificacién del gen HSP30.

La capacidad que poseen los diferentes plasmidos de complementar el fenotipo termosensible del mutante
MJ143, se indica con los signos + en caso de complementacion, y - en ausencia de ésta. Los plasmidos
pl43.1p1A, p143.1B y p143.1C, fueron obtenidos a partir de la digestion de p143.1 con Safl, Clal y Sphl
respectivamente, y una posterior religacion del DNA plasmidico restante. Los plasmidos p143.1pD, p143.1pE
y pl43.1pF, se obtuvieron mediante la clonacion en el vector YCp50 de las fracciones del inserto de p143.1,
obtenidas mediante la digestion con Sphl y BamHlI, con Sphl y Clal, y sélo con Clal, respectivamente. La
zona en blanco del plasmido p143.1 corresponde al vector YCp50, y la zona en negro al fragmento clonado.
La flecha gris muestra el fragmento secuenciado, y la flecha rayada indica la localizacion del gen HSP30 en
el fragmento clonado.
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Figura 17: Analisis funcional del inserto clonado en p226.3 e identificacion del gen HSP30.

La capacidad que poseen los diferentes pldsmidos de complementar el fenotipo termosensible del mutante
MJ226, se indica con los signos + y -. Los plasmidos p226.3pA y p226.3pB fueron obtenidos a partir de la
digestién del p226.3 con BomHI y la posterior religacién de cada uno de los dos fragmentos generados. Los
plasmidos p226.3pC y p226.3pD procedieron de la clonacién en YCp30 de los fragmentos obtenidos a partir
de la digestién de p226.3pA con EcoRl1 y con EcoRl y Clal respectivamente. La zona del plasmido p226.3 de
color blanco corresponde al vector YCp50, y la zona en negro al fragmento clonado. La flecha gris muestra el
fragmento secuenciado, y la flecha rayada indica la localizacién del gen ASP30 en el fragmento clonado.

El gen HSP30, también denominado YRG!/ e YCROZIC, se localiza en el
cromosoma IIl de S. cerevisiae. Este gen codifica la proteina Hsp30p, que esta constituida
por 332 aminodcidos y que se localiza fundamentalmente en la membrana plasmatica
celular. La esencialidad de esta proteina para la célula ain no ha sido establecida, ya que se
carecen de datos referentes al comportamiento de los mmutantes que posean este gen
interrumpido. La Hsp30p es hiperexpresada en situaciones de estrés térmico y nutricional,
en presencia de niveles elevados de etanol, asi como en la entrada en fase estacionarta
(Regnacq y Boucherie, 1993; Paranetou y Piper, 1992; Piper et al., 1994). Posee siete
dominios transmembranales, y ha sido implicada funcionalmente en procesos de
translocacion de péptidos a través de la membrana, asi como en la contrarrestacion de
posibles alteraciones originadas a este nivel.

Con la intencion de conocer si existian proteinas homoélogas a Hsp30p en otros
hongos y/o en mamiferos, y evaluar asi su interés como diana antifungica, se realizaron
busquedas en las bases de datos del Gene Bank/EMBL. Se trataron de identificar
secuencias homologas a la proteina Hsp30p y al gen HSP30, pero no se encontraron
similitudes significativas con ninguna secuencia.
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5. CLONACION DEL GEN CDC68

El mutante MJ239 fue obtenido mediante la mutacién de la cepa silvestre de S
cerevisiae S288C con AN. Los ensayos de caracterizacion fenotipica realizados en medios
ricos solidos y liquidos, en presencia y ausencia de sorbitol 0,9 M a 26 y a 37°C,
permitieron detectar un comportamiento termosensible de esta cepa a 37°C (tabla 13), y
unas caracteristicas fenotipicas similares a las de la cepa control a 26°C. La cepa MJ239 no
fue capaz de proliferar a la temperatura restrictiva. Su viabilidad disminuy6 de modo que
tras 24 y 48 horas de incubacién el 75 y el 10% de las células respectivamente,
permanecian viables. El estudio de la morfologia celular en todas las condiciones
analizadas, no permitié detectar alteraciones significativas con respecto a la cepa silvestre.

La transformacidn del mutante termosensible MJ239 con la genoteca CEN BANK,
generé varios clones capaces de crecer a 37°C. El estudio fenotipico de uno-de estos clones,
T239.1, cuyo plasmido correspondia al patron de restriccion esperado, fue realizado en
medio Hquido y en las mismas condiciones que se habian empleado en la caracterizacién
fenotipica de los mutantes (ver materiales y métodos). Su comportamiento fue comparado
con los que mostraron las cepas mutante MJ239 y silvestre S288C en las mismas
condiciones, y los resultados obtenidos mostraron que el clon T239.1 presentaba una
complementacion total del fenotipo termosensible (tabla 13).

Tabla 13: Estudio comparativo del comportamiento en medio liquido del mutante MJ239,
del transformante T239.1 y de la cepa silvestre de S. cerevisiae S288C.

CEPAS YEPD 26°C YEPD 37°C
Crecimiento Viabilidad | Morfologfa | Crecimiento | Viabilidad | Morfologia
(%) (%)
MJ239 +++ 99/95 S - 75/10 S
T239.1 +++ 99/98 S -+ 95/90 S
S288C +++ 99/96 S +++ 95/90 S

El crecimiento en medio liquide YEPD fue estudiado durante 48 horas mediante la determinacion de la
absorbancia a 600 nm mostrada por los cultivos. El signo +++ significa que los valores obtenidos fueron
similares a los de la cepa silvestre. El signo - indica ausencia de crecimiento. Los valores de viabilidad
indican el porcentaje de células no teflidas con yoduro de propidio a las 24/48 horas de comenzar el ensayo.
La morfologfa fue analizada mediante microscopia 6ptica, y se indica como S en el caso de que no presentara
diferencias significativas con respecto a la silvestre S288C. Los valores de crecimiento a 26 y a 37°C estdn
referidos a los valores de crecimiento de la cepa S288C en las mismas condiciones

A continuacion se procedio al estudio funcional del plasmido p239.1 de la manera
indicada en la figura 18. La secuenciacién posterior de un fragmento plasmidico permiti6
identificar el gen CDC68 como el responsable de la complementacién fenotipica del
mutante MJ239.

98



Resultados

Plasmido Complementacién del
crecimiento de MJ239 a 37°C
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Figura 18: Andlisis funcional del inserto clonado en p239.1 e identificacion del gen CDC88.
La capacidad que poseen los diferentes plasmidos de complementar el fenotipo termosensible del mutante
MJ239, se indica con los signos + vy -. Los plasmidos p239.1pA, p239.1pB y p239.1p se obtuvieron mediante
la digestién del plasmido p239.1 con Sphl, BamHl1 y Sall respectivamente, v una posterior religaciéon del
fragmento resultante. La zona en blance del plasmido p239.1 corresponde al vector YCp50, v la zona en
negro al fragmento clonado. La flecha gris sefiala el fragmento secuenciado, v la flecha rayada indica la
localizacién del gen CDC68 en el fragmento clonado.

El gen CDC68 (SPTI16/G1160/YGL207W), fue descrito por primera vez por
Prendergast et. al en 1990 y se localiza en ¢l cromosoma VII de S. cerevisige. Este gen
codifica una proteina esencial de 1035 aminoacidos, que actia como activador
transcripcional de unos genes y represor transcripcional de otros (Malone et al., 1991;
Rowley et al, 1991). También ha sido relacionada con el proceso de replicacion del
material genético (Wittmeyer y Formosa, 1997).

Se realizaron busquedas en las bases de datos Gene Bank/EMBL encaminadas a
encontrar secuencias aminoacidicas homdlogas a la proteina Cdc68p, o secuencias
nucleotidicas similares al gen CD(C68, ya que esta informacion podia determinar el interés
de esta proteina como diana antifiingica. Sin embargo, no se encontraron secuencias con
homologia significativa entre todas las almacenadas en la base de datos.

6. CLONACION DEL GEN TAF;145

El mutante MJ39 fue obtenido mediante mutacion de la cepa silvestre S288C con
luz UV. El analisis de sus caracteristicas fenotipicas en medios ricos sélidos y liquidos, en
presencia y en ausencia de sorbitol 0,9 M, permitié confirmar su termosensibilidad a 37°C
(ver tabla 14). El crecimiento mostrado a 26°C fue mas lento que el del silvestre,
alcanzando los mismos valores (Agponm) después de 72 horas de incubacién. La viabilidad a
la temperatura restrictiva fue del 45% tras 24 horas de incubacién, mientras que a 26°C fue
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similar a la de la cepa silvestre. El estudio de sus caracteristicas morfologicas revel6 ciertas
diferencias con la cepa silvestre, adquiriendo una forma alargada y un tamafio ligeramente
superior en todas las condiciones analizadas.

La transformacién del mutante termosensible MJ39, con la genoteca CEN BANK
genero varios clones capaces de crecer a 37°C. El estudio fenotipico de uno de estos clones,
T39.1, que poseia un pldsmido con un patrén de restriccion esperado, fue realizado en
medio liquido y en las mismas condiciones que se habian empleado en la caracterizacién
fenotipica de los mutantes (ver materiales y métodos). Su comportamiento fue comparado
con los mostrados por la cepa mutante MJ39 y la cepa silvestre S288C. Los resultados
obtenidos (tabla 14) mostraron que T39.1 presentaba una complementacion casi total del
fenotipo termosensible, mostrando un crecimiento a 37°C del 80% respecto al silvestre.
Ademas, el T39.1 habia recuperado la morfologia de la cepa silvestre $288C, al igual que
su viabilidad.

Tabla 14: Estudio comparativo del comportamiento en medio liquido del mutante MJ39,
del transformante T39.1 y de la cepa silvestre de S. cerevisiae S288C.

CEPAS YEPD 26°C YEPD 37°C
Crecimiento Viabilidad Morfologia | Crecimiento | Viabilidad Morfologia
(%) (o)
MJ39 +++ 95/95 A - 45/7 A
T39.1 t 94/82 S ++ 90/85 S
5288C 4+ 99/96 S —— 95790 S

El crecirniento en el medio liquido YEPD fue estudiado durante 48 horas mediante la determinacion de la
absorbancia a 600 nm mostrada por los cultivos. El signo +++ significa que los valores obtenidos fueron
similares a los de la cepa silvestre. El signo ++ indica un crecimiento de 70-90% respecto a la cepa silvestre.
El signo - indica ausencia de crecimiento. Los valores de viabilidad indican el porcentaje de células no
tefiidas con yoduro de propidio a las 24/48 horas de comenzar ¢l ensayo. La morfologia fue analizada
mediante microscopia éptica y se indica como § cuando no se encontraron diferencias significativas con la
cepa silvestre y A cuando se observo una morfologia alargada. Los valores de crecimiento a 26 y a 37°C estén
referidos a los valores de crecimiento de la cepa $288C en las mismas condiciones.

Posteriormente se procedi6 a realizar el estudio funcional del plasmido p39.1, que
habia sido extraido del clon complementado T39.1, del modo indicado en la figura 19. La
secuenciacion de un fragmento plasmidico permitio identificar al gen T4F /45 como el
responsable de la complementacion de la termosensibilidad del mutante MJ69.

El gen TAF;145 (TAF130/G9374/YGR274C) se localiza en el cromosoma VII de S.
cerevisiae y codifica una proteina de 1066 aminodacidos que forma parte, junto con otros
polipéptidos, del factor general de transcripcién TFIID. Esta proteina es un factor requerido
para la transcripcion activada por la RNA polimerasa II (Reese et al., 1994), y presenta una
elevada homologia con los factores de transcripcion de otras especies, como el TAF;250
humano y el TAFy230/250 de Drosophila (Poon et al., 1995).

106



Resultados

Plasmido Complementacién del
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Figura 19: Andlisis funcional del inserto ctonado en p39.1 e identificacion del gen TAF i 45.
La capacidad que poseen los diferentes plasmidos de complementar el fenotipo termosensible del mutante
M1J39, se indica con los signos +y -. Los plasmidos p39.1pA v p39.1pB se obtuvieron mediante la digestién
de p39.1 con EcoR1 y Clal, respectivamente, y posterior religacién del DNA plasmidico restante. El
plasmido p39.1pC se obtuvo tras la digestion de p39.1 con Clal, y posterior subclonacion del inserto en el
vector YCp50. La flecha gris seflala el fragmento secuenciado, y la flecha rayada indica la localizacion del
gen TAF;145 en el fragmento clonado.

7. CLONACION DEL GEN PRPI9

El mutante MJ69 fue obtenido mediante mutacién de la cepa silvestre S. cerevisiae
S288C con EMS. El anilisis de sus caracteristicas fenotipicas fue realizado en medios ricos
solidos y liquidos, en presencia y en ausencia de sorbitol 0,9 M, y permitié confirmar su
termosensibilidad a 37°C y un crecimiento ligeramente menor a 26°C con respecto al
silvestre. La viabilidad a 26°C result6 ser ligeramente inferior a la de la cepa silvestre,
mientras que a 37°C fue mucho menor, mostrando sélo un 25% de células viables tras 24
horas de incubacion. Las caracteristicas morfoldgicas observadas fueron similares a las del
silvestre en todas las condiciones analizadas (tabla 15).

La transformacion del mutante termosensible MJ69 con la genoteca CEN BANK,
gener6 varios clones capaces de crecer a 37°C. El estudio fenotipico de uno de estos clones,
T69.8, cuyo plasmido poseia el patron de restriccion adecuado, fue realizado en medio
liquido y en las mismas condiciones que se habian empleado en la caracterizacion
fenotipica de los mutantes (ver materiales y métodos). Su comportamiento fue comparado
con ¢l mostrado por la cepa mutante MJ69 y por la cepa silvestre S288C en las mismas
condiciones. Los resultados obtenidos (tabla 15) mostraron la complementacién casi total
del fenotipo termosensible del clon T69.8, que presentd un crecimiento a 37°C del 80%
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respecto al silvestre. Su viabilidad y su morfologia también fueron similares a las de la
cepa S288C.

Tabla 15: Estudio comparativo del comportamiento en medio liquido del mutante MJ69,
del transformante T69.8 y de la cepa silvestre de S. cerevisiae S288C.

CEPAS YEPD 26°C YEPD 37°C
Crecimiento | Viabilidad | Morfologia | Crecimiento | Viabilidad Morfologia
(o) (o)
MJ69 ++ 80/70 S - 25/10 S
T69.8 et 95/90 S ++ 95/90 S
S288C ++ 99/96 S +++ 95/90 S

El crecimiento en el medio liquido YEPD fue estudiado durante 48 horas mediante la determinacién de la
absorbancia a 600 nm mostrada por los cultivos. El signo +++ significa que los valores obtenidos fueron
similares a los de la cepa silvestre. El signo ++ indica un crecimiento del 70-90% respecto a la cepa silvestre.
El signo - indica ausencia de crecimiento. Los valores de viabilidad indican el porcentaje de células no
tefiidas con yoduro de propidio a las 24/48 horas de comenzar el ensayo. La morfologia fue analizada
mediante microscopia optica, y se indica como S en el caso de no encontrarse diferencias significativas con la
cepa control. Los valores de crecimiento a 26 y a 37°C estén referidos a los valores de crecimiento de la cepa
S288C en las mismas condiciones.

Posteriormente, se realizé el estudio funcional del plasmido p69.8 que habia sido
extraido del clon complementado T69.8, segiin se indica en la figura 20. La secuenciacién
de un fragmento plasmidico permiti¢ identificar al gen PRPI9 como el responsable de la
complementacion de la termosensibilidad del mutante MJ69.

Plasmido Complementacién del

crecimiento de MJE9 a 37°C — 1kb
Sal | Hind lll EcoRI Sail  BamH| EcoRl

p69.8 + = q___b 14,5 kb
o o0 < 2,1kb 2,4 kb 1,8 kb >

ort ARS CEN4 URA3
bia

p69.8pA
p69.8pB

Figura 20: Andlisis funcional del inserto clonado en p69.8 e identificacién del gen PRP19.
La capacidad que poseen los diferentes pldsmidos de complementar el fenotipo termosensible del mutante
MI69, se indica con los signos +y -. El plasmido p69.8p1A se obtuvo tras la digestion de p69.8 con EcoR1 y
una posterior religacion del DNA plasmidico restante. El plasmido p69.8p1B se obtuvo mediante la digestion
con Sall de p69.8 y religacion del fragmento plasmidico restante. Las flechas grises sefialan los fragmentos
secuenciados, y la flecha rayada indica la localizacion del gen PRP19 en el fragmento clonado.
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El gen PRP19 (PS04/L0O913/YLL0O36C) se encuentra localizado en ¢l cromosoma
XII de S. cerevisiae y codifica una proteina de 503 aminoécidos. La proteina Prpl9p es
esencial para S. cerevisiae (Cheng et al., 1993), y ha sido relacionada con los procesos de
maduracién del mRNA (splicing). Se encuentra asociada fuertemente al complejo de
proteinas y RNA, al que se acopla el pre-mRNA durante el proceso de eliminacion de los
intrones. Recientemente, también ha sido implicada en procesos de recombinacion genética
y reparacion del DNA (Grey et al., 1996).

Las busquedas realizadas en las bases de datos del Gene Bank/EMBL revelaron la
ausencia de secuencias aminoacidicas v nucleotidicas que presentaran una homologia
significativa con la proteina Prp19p y con el gen PRP19 respectivamente.

8. CLONACION DEL GEN MTF1

El mutante MJ202 fue obtenido tras la mutacion de la cepa silvestre de S. cerevisiae
S288C con EMS. Los ensayos de caracterizacion fenotipica realizados en medios ricos
solidos y liquidos, en presencia y ausencia de sorbitol 0,9 M a 26 y a 37°C, mostraron un
comportamiento termosensible de esta cepa a 37°C y un crecimiento del 85% respecto de la
cepa silvestre S288C a 26°C. La viabilidad a 37°C fue del 65% tras 24 horas de incubacién.
Su morfologia no mostrd diferencias significativas con la de la cepa S288C en las
condiciones analizadas (tabla 16).

La transformacion del mutante termosensible MJ202 con la genoteca CEN BANK
generd varios clones capaces de crecer a 37°C. Uno de ellos, el clon T202.1, fue
seleccionado por tener un plismido con el patron de restriccion esperado, y fue
caracterizado en las mismas condiciones que se habian empleado en el estudio fenotipico
de los mutantes (ver materiales y métodos). Su comportamiento fue comparado con los
mostrados por la cepa mutante MJ202 y la silvestre S288C en las mismas condiciones. Los
resultados obtenidos a 37°C mostraron la complementacién casi total del fenotipo
termosensible del clon T103.1, ya que tuvo un crecimiento del 77% con respecto a la cepa
silvestre, y ademads consiguié recuperar la viabilidad de dicha cepa. Sin embargo, a 26°C su
crecimiento fue Unicamente del 61% respecto al silvestre , aunque su viabilidad y
morfologia en todas las condiciones analizadas, no difirieron significativamente de la cepa
control (tabla 16).

A continuacién se realizé el estudio funcional del plasmido p202.1 para identificar
el gen responsable de la complementacion fenotipica (figura 21), y se secuencié un
fragmento plasmidico directamente implicado en dicha complementacién. El resultado
obtenido permitié identificar al gen MTF! como el gen responsable de la complementacién
del fenotipo termosensible del mutante MJ202.
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Tabla 16: Estudio comparativo del comportamiento en medio liquido del mutante MJ202,

del transformante T202.1 y de la cepa silvestre de S. cerevisine S288C.

CEPAS YEPD 26°C YEPD 37°C
Crecimiento | Viabilidad Morfologia | Crecimiento | Viabilidad Morfologia
(%o) ()
MJ202 ++ 90/80 S - 65/50 S
T202.1 + 95/80 S ++ 90/80 S
S288C +++ 99/96 S +++ 95/90 S

El crecimiento en €l medio liquido YEPD fue estudiado durante 48 horas mediante la determinacién de la
absorbancia a 600 nm (Agponm) mostrado por los cultivos. El signo +++ significa que los valores obtenidos
fueron similares a los de la cepa silvestre. El signo ++ indica un crecimiento del 70-90% respecto a la cepa
silvestre. El signo + indica un crecimiento menor del 70% respecto a la cepa silvestre El signo - indica
ausencia de crecimiento. Los valores de viabilidad indican el porcentaje de células no tefiidas con yoduro de
propidio a las 24/48 horas de comenzar el ensayo. La morfologia fue analizada mediante microscopia 6ptica,
y se indica como S en el caso de no mostrar diferencias significativas con la cepa control. Los valores de
crecimiento a 26 y a 37°C estan referidos a los valores de crecimiento de Ia cepa S288C en las mismas
condiciones.

Plasmidoe Complementacién del
grecimiento de MJ202 a 37°C kb
Bam HI
. 17— .

p202.1 o0 < akb 45kb =>

ori ARS CEN4 URA3 bla
p202.1pA _
p202.1pB - _

MTF 1

Figura 21: Analisis funcional del inserto clonado en p202.1 e identificacién del gen MTF 1.
La capacidad que poseen los diferentes plasmidos de complementar el fenotipo termosensible del mutante
MJ202, se indica con los signos + y -. Los plasmidos p202.1A y p202.1B se obtuvieron a partir de la
digestion del fragmento clonado en el plasmido p202.1 con BamHI, y la subclonacién de los fragmentos
obtenidos de 4 y 4,5 kb respectivamente, en el vector YCp50. La zona del plasmido p202.1 de color blanco
corresponde al vector YCp50 , y la zona en negro, al fragmento clonado. Las flechas grises muestran los
fragmentos secuenciados, y la flecha rayada indica la localizacién del gen MTF/ en el fragmento clonado.
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El gen MTFI (RF1023/YM9959.10/YMR228W) se encuentra situado en el
cromosoma XIII de S. cerevisiae. Este gen codifica una proteina no esencial, Mtflp, de 340
aminoéacidos que se localiza en la mitocondria. La funcién de esta proteina consiste en
conferir especificidad a la RNA polimerasa mitocondrial mediando el reconocimiento del
promotor (Jang y Jaehning, 1991). El gen MTFI fue clonado por Lisowsky y Michaelis
(1988) como un supresor de una mutacién termosensible en el gen RPO41, que codifica
para la subunidad catalitica de la RNA polimerasa mitocondrial.

Las busquedas en la base de datos Gene Bank/EMBL mostraron la ausencia de
secuencias aminoacidicas y nucleotidicas con una homologia significativa a la proteina
Mtflp o al gen MTFI.

La informacién acerca del fenotipo mostrado por las células carentes de esta
proteina indicaba que se trataban de mutantes petire, que es el fenotipo caracteristico de
mutantes que poseen alteraciones mitocondriales (Lisowsky y Michaelis, 1988). Por este
motivo y para conocer si el mutante MJ202 era un mutante de este tipo, se realizaron
ensayos orientados a caracterizar su comportamiento en medios de cultivo sélidos y
liquidos con glucosa, como fuente de carbono fermentable, y glicerol, como fuente de
carbono no fermentable. Los resultados obtenidos mostraron que el mutante era capaz de
crecer a la temperatura permisiva de 26°C en presencia de glucosa y de glicerol, aunque en
este Gltimo caso lo hacia de una manera mas lenta, al igual que la cepa control S288C. Por
otra parte, la ausencia de crecimiento a 37°C en ambos medios demostré que la
termosensibilidad del mutante no dependia de la ruta metabdlica utilizada para la
degradacion de la fuente de carbono. Este ensayo permitié confirmar que MJ202 no se
comportaba como mutante petite ni a 26 ni a 37°C, y por tanto se consideraron varias
hipétesis que pudieran justificar los resultados obtenidos. Estas hipotesis son comentadas
con detalle en la discusion de este trabajo, v en lineas generales consisten en: la posibilidad
de que el gen MTFI hubiera mutado de manera que la proteina alterada resultara téxica,
directa o indirectamente, para la célula a 37°C, en la posibilidad de que existieran otros
genes mutados ademas de MTFI, que en conjunto provocaran la muerte celular, o la
posible existencia de otro gen mutado cuya alteracion letal pudiera ser suprimida por el gen
MTFI en bajo nimero de copias.

9. CLONACION DEL GEN MPS1

El mutante MJ41 fue obtenido mediante la mutacion de la cepa silvestre de S.
cerevisiae S288C con luz UV. El analisis de sus caracteristicas fenotipicas en medios ricos
solidos y liquidos, en presencia y en ausencia de sorbitol 0,9 M, permiti6é confirmar su
termosensibilidad a 37°C y su crecimiento y viabilidad similar al de la cepa silvestre a la
temperatura permisiva (tabla 17). La viabilidad celular a la temperatura restrictiva fue
analizada con yoduro de propidio, observandose un 40% de las células viables tras 24 horas
de incubacién. Por otra parte, el estudio de sus caracteristicas morfologicas permitid
identificar células similares a la silvestre a 26°C, pero que formaban grupos de un nimero
variable de células a 37°C.

La transformacion del mutante termosensible MJ41 con la genoteca CEN BANK
generd varios clones capaces de crecer a 37°C. El estudio fenotipico de uno de estos clones,
T41.1, cuyo plésmido poseia el patrén de restriccién esperado y ademds era capaz de

105



Resultados

complementar nuevamente al mutante, fue realizado en medio liquido y en las mismas
condiciones que se habian empleado en la caracterizacién fenotipica de los mutantes (ver
materiales y métodos). Su comportamiento fue comparado con los mostrados por la cepa
mutante MJ41 y la cepa silvestre S288C en las mismas condiciones. Los resultados
obtenidos (tabla 17), mostraron que en T41.1 existia una complementacién total del
fenotipo termosensible, ya que su crecimiento y su viabilidad fueron similares a los de la
cepa silvestre, a pesar de que sus caracteristicas morfoldgicas se mantuvieron alteradas.

Tabla 17: Estudio comparativo del comportamiento en medio liquido del mutante MJ41,
del transformante T41.1 y de la cepa silvestre de S. cerevisiae S288C.

CEPAS YEPD 26°C YEPD 37°C
Crecimiento Viabilidad Morfologia | Crecimiento | Viabilidad Morfologia
(%) (%)
MJ41 ot 99/90 S - 40/30 G
T41.1 T+ 99/90 S ++ 96/88 G
S288C +++ 99/96 S 4+ 95/90 S

El crecimiento en el medio liquide YEPD fue estudiado durante 48 horas mediante la determinacién de la

absorbancia a 600 nm (Agoonm) de los cultives. El signo +++ significa que los valores obtenidos fueron
similares a los de la cepa silvestre. El signo ++ indica un crecimiento del 70-90% con respecto a la cepa
silvestre. El signo - indica ausencia de crecimiento. Los valores de viabilidad indican el porcentaje de células
no teflidas con yoduro de propidio a las 24/48 horas de comenzar el ensayo. La morfologia fue analizada
mediante microscopia optica, y se indica como S en el caso de ser similares a las silvestres y G cuando
existian células en grupos. Los valores de crecimiento a2 26 y a 37°C estdn referidos a los valores de
crecimiento de la cepa S288C en las mismas condiciones.

Por este motivo se procedid al analisis funcional del pldsmido p41.1, que habia sido
extraido del clon complementado T41.1, segin se indica en la figura 22. La secuenciacién
de un fragmento plasmidico permitié identificar al gen MPS! como el responsable de la
complementacién de la termosensibilidad del mutante MJ41.

El gen MPSI (RPKI/D2785/YDL028C) se localiza en el cromosoma IV de S
cerevisiae y codifica una proteina, Mpslp, constituida por 764 aminoécidos. Esta proteina
es esencial para S. cerevisiae y posee una actividad serin-treonin-tirosin quinasa. Participa
en la duplicacion del cuerpo polar del huso mitético (Winey et al,, 1991) y podria constituir
el punto de control de este proceso (check point) (Weiss y Winey, 1996). Ademas, participa
también en los procesos de meiosis celular (Lauze er al., 1995). La interrupcién de MPS]
provoca un comienzo precoz de la mitosis, anterior a la duplicacién completa del DNA
genomico, por lo que las células hijas adquieren una dotacién genética inferior a la
necesaria, y mueren rapidamente (Poch et al.,1994).

La busqueda de proteinas homélogas a Mpslp, ha permitido identificar cierta
similitud a nivel del dominio catalitico con las proteinas de mamiferos PYT, TTK, esk/ y
esk2, que han sido implicadas en el control del ciclo mitdtico y meidtico (Poch ef al.,1994;
Letwin et al., 1992).
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Plasmido Complementacién del
crecimiento de MJ41 a 37°C
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Figura 22: Analisis funcional del inserto clonado en p41.1 e identificacién del gen MPS/.
La capacidad que poseen los diferentes plasmidos de complementar el fenotipo termosensible del mutante
MJ41, se indica con los signos + y -. Los plasmidos p41.1pA, p41.1pB y p41.1pC fueron obtenidos mediante
la digestién de p41.1 con EcoRl, Sphl y HindlIIl respectivamente, y la posterior religacion del DNA
plasmidico restante. La zona en blanco del plasmido p41.1 corresponde al vector YCp50, y la zona en negro,
al fragmento clonado. Las flechas grises muestran los fragmentos secuenciados, y la flecha rayada indica la
localizacion del gen MPS! en el fragmento clonado.

10. CLONACION DEL GEN YPL007C

El mutante MJ103 fue obtenido mediante la mutacion de la cepa silvestre de S.
cerevisiae S288C con luz UV. Los ensayos de caracterizacion fenotipica realizados en
medios ricos sélidos y liquidos, en presencia y ausencia de sorbitol 0,9 M a 26 y a 37°C,
permitieron detectar un comportamiento termosensible de esta cepa a 37°C y unas
caracteristicas fenotipicas similares a las de la cepa control a 26°C (tabla 18), aunque el
crecimiento inicial del mutante fue mds lento. La cepa mutante MJ103 no fue capaz de
proliferar a la temperatura restrictiva, y ademds, tras 24 horas de incubacién, presenté el
66% de las células viables. El estudio morfologico mostré que las células del mutante eran
ligeramente mas redondas que las del silvestre.

La transformacion del mutante termosensible MJ103, con la genoteca CEN BANK
generd varios clones capaces de crecer a 37°C. El clon T103.1, seleccionado entre ellos por
poseer un plasmido con un patrén de restriccién esperado y ser capaz de complementar
nuevamente al mutante, fue caracterizado fenotipicamente. Este estudio se realiz en
medio liquido y en las mismas condiciones que se habjan empleado en la caracterizacion
fenotipica de los mutantes, y que ya han sido comentadas con anterioridad. Su
comportamiento fue comparado con el de la cepa mutante MJ103 y la cepa silvestre S288C
en las mismas condiciones. Los resultados obtenidos a 37°C mostraron que se habia
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producido una complementacioén del fenotipo termosensible, ya que el T103.1 crecid de
manera similar a la cepa silvestre, aunque con una viabilidad ligeramente inferior (tabla
18). Sin embargo, las caracteristicas morfolégicas se mantuvieron alteradas.

Tabla 18: Estudio comparativo del comportamiento en medio liquido del mutante MJ103,

del transformante T103.1 y de la cepa silvestre de S. cerevisiae S288C.

CEPAS YEPD 26°C YEPD 37°C
Crecimiento Viabilidad Morfologia | Crecimiento | Viabilidad | Morfologia
(%) (%)
MJ103 -+ 90/90 R . 66/22 R
T103.1 o+ 95/90 R it 83/70 R
S288C +++ 99/96 S +++ 95/90 S

El crecimiento en el medio liquido YEPD fue estudiado durante 48 horas mediante la determinacion de la
absorbancia a 600 nm mostrada por los cultives, El signo +++ significa que los valores obtenidos fueron
similares a los de la cepa silvestre. El signo - indica ausencia de crecimiento. Los valores de viabilidad
muestran el porcentaje de células no teflidas con yoduro de propidio tras 24/48 horas de comenzar el ensayo.
La morfologia fue analizada mediante microscopia éptica, y se indica como S en el caso de ser similar a la del
silvestre S288C y R cuando las células eran més redondas. Los valores de crecimiento & 26 y a 37°C estan
referidos a los valores de crecimiento de la cepa S288C en las mismas condiciones.

Plasmido  Complementacitn del
crecimiento de MJ103 a 37°C 1kb
p103.1 . | =Sa.' 1 BamH| Sail ‘ Clal Cial o1k
or::,'\R% gﬁj}; Vake 1 kb 1,8 kb iS5k
p103.1pA -
pl03.1pB + —_ —

YPLOOTC

Figura 23: Analisis funcional del inserto clonado en p103.1 e identificacién del gen YPLOO7C.
La capacidad que poseen los diferentes pldsmidos para complementar el fenotipo termosensible del mutante
MIJ103, se indica con los signos + y -. Los pldsmidos p103.1pA y p103.1pB derivan de la digestion de p103.1
con Cla [ y Sal 1 respectivamente, y una posterior religacién de los fragmentos plasmidicos restantes. La zona
en blanco del pldsmido corresponde al vector YCp50 v la zona en negro, al fragmento clonado. La flecha gris
sefiala el fragmento secuenciado, y la flecha rayada indica la localizacién del gen YPLOO7C en el fragmento
clonado.
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Posteriormente, se realizé el estudio funcional del plasmido p103.1, que habia sido
extraido del clon complementado T103.1, para identificar el gen responsable de la
complementacion fenotipica (figura 24). La secuenciacion de un fragmento plasmidico
permitié identificar la fase abierta de lectura YPLOO7C como la responsable de la
complementacion de la termosensibilidad del mutante MJ103.

El gen YPLOO7C esta constituido por un marco abierto de lectura de 1763 pares de
bases vy se localiza en el cromosoma XVI de S. cerevisiae. Su papel biologico era
desconocido en el momento de su identificacion como gen responsable de la
complementacion del fenotipo termosensible del mutante MJ103, y en ¢l momento de
finalizar este trabajo ain no habia sido descrito.

Se realizaron diversas busquedas en diferentes bases de datos publicas y privadas,
con el objeto de investigar la existencia de secuencias homdlogas al gen YPLOO7C o ala
proteina Ypl007cp, en mamiferos o en hongos patégenos. Ademds con estas busquedas,
también se tratd de identificar dominios conservados con otras proteinas que pudieran
aportar informacion sobre su funcionalidad celular. Sin embargo, ninguna de las secuencias
recogidas en las bases de datos en el momento en que se finalizo este trabajo, mostré
homologia significativa con las secuencias estudiadas.

11 SELECCI()N DE LAS PROTEINAS CON MAYOR INTERES COMO DIANAS
ANTIFUNGICAS

Como resultado final del estudio de los mutantes condicionales, se identificaron 7
genes como los responsables de complementar la termosensibilidad de los 13 mutantes
analizados, que previamente habian sido clasificados en 7 “grupos de complementacién”
(tabla 19). '

Todas estas proteinas fueron evaluadas individualmente para conocer si poseian las
caracteristicas deseables para ser dianas antifiingicas, determinando en cada caso si la
proteina tenia suficiente interés como para continuar su estudio, o por el contrario éste
debia finalizarse o posponerse.

En todas las proteinas se identificaron algunas caracteristicas que sugerian su
posible utilidad como diana. Sin embargo tuvo que realizarse una seleccion entre ellas, ya
que no era factible trabajar con todas. Para ello se siguieron los criterios deseables para las
proteinas utilizadas como dianas antifiingicas, que ya han sido comentados con
anterioridad en este trabajo, y los intereses de la compafiia farmacéutica en la que se
realizaba esta investigacién. Se considero prioritario el estudio de las proteinas esenciales
para S. cerevisiae frente a las no esenciales, como Mtflp, que aunque podrian en algiun
caso constituir dianas antifingicas, su evaluacion es mucho mas compleja. También se
consideraron de mayor interés aquellas proteinas que carecian de homoélogos en humanos,
ya que ofrecian mayores posibilidades de una inhibicion selectiva, desestimando ¢l estudio
del TAFy145 frente a otras proteinas que no tenian homdlogos descritos. Por otra parte,
resultaron interesantes las proteinas que no hubieran sido caracterizadas anteriormente, ya
que ofrecian la posibilidad de constituir dianas novedosas no estudiadas por ninguna otra
compaiiia farmacettica. Asi, la proteina Ypl0O7cp, fue considerada especialmente atractiva
y seleccionada, por ser una proteina esencial no caracterizada previamente. También la
proteina Mpslp fue elegida entre el resto de las proteinas identificadas, por ser esencial y
por no exirtir posiblemente, proteinas muy similares en mamiferos, ya que participa en la
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duplicacion del cuerpo polar del huso mitdtico, que posee una estructura diferente de la de
su homoélogo en mamiferos. Ademds, la actividad quinasa de esta proteina estaba bien
caracterizada y se disponia de un ensayo de actividad in vitro.

Tabla 19: Genes responsables de la complementacién de los mutantes termosensibles
analizados, indicando su comportamiento fenotipico en medio liquido y el agente
mutagénico utilizado para su obtencion.

Mutantes Genes Comportamiento | Agentes mutagénicos
identificados | en medio liquido
MJ25* HSP30 B Luz UV
MI35* HSP30 B EMS
MJ45* HSP30 B Luz UV
MIJ143* HSP30 B Luz UV
MJ226* HSP30 B NG
MJ241* HSP30 B AN
MJ258* HSP30 B Cong/Descongelacion
MJ239 CDC68 A AN
MJ39 TAF 145 C Luz UV
MIJ69 PRP19 B EMS
MJ202 MTF] A EMS
MJI41 MPS1 A Luz UV
MI103 YPLOO7C A Luz UV

* Mutantes que pertenecen al mismo grupo de complementacion. Cong: congelacion.

El comportamiento en medio liquido de los mutantes caracterizados en condiciones permisivas fue diferente:
(A) crecimiento similar al control, (B} crecimiento con una absorbancia a 600 nm del 70 al 90% respecio al
grupo anterior y (C) crecimiento con absorbancia a 600 nm inferior al 70% respecto al control.

12. ESTUDIO DE LA PROTEINA Mpslp COMO DIANA ANTIFUNGICA

La proteina Mpslp fue considerada una buena candidata para ser utilizada como
diana antifingica después de analizar la informacion disponible sobre ella (Winey er al.
1991; Poch er al. 1994; Lauzé et al., 1995). Se trataba de una proteina posiblemente
diferente a las proteinas de mamiferos, a pesar de poseer los elementos caracteristicos
conservados de las serin-treonin-tirosin quinasas, con un mecanismo de accién
caracterizado y una actividad enzimética conocida, por lo que se decidié continuar su
estudio para confirmar su utilidad como diana. Por este motivo, se realizaron diversos
estudios orientados a conocer la especificidad fiingica de Mpslp, mediante la busqueda de
homologias en otras especies, asi como intentar llevar a cabo su purificacion con objeto de
disefiar ensayos de inhibicidn in vitro.
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12.1. Blsqueda de homologias

La identificacion de secuencias similares a Mpsip fue abordada por una parte de
manera experimental, mediante una hibridacién DNA-DNA (Southern blot), y por otra
parte, mediante la realizacién de busquedas en las bases de datos. Con la primera
aproximacion se trataba de identificar secuencias nucleotidicas similares a MPS! en el
genoma de hongos patogenos y de mamiferos que no hubieran sido secuenciados y que por
tanto, no se encontraran en las bases de datos. Mediante la segunda aproximacion, se
trataban de buscar similitudes nucleotidicas pequefias con las secuencias de la base de
datos del Gene Bank/EMBL, que posiblemente no fueran detectables mediante la técnica
de hibridacion DNA-DNA, o similitudes aminoacidicas entre Mpslp y las proteinas
secuenciadas.

El interés por encontrar proteinas de S. cerevisiae conservadas entre las especies
patogenas de los hongos, y carentes de proteinas parecidas en células de mamiferos, y
concretamente en humanos, motivé que se eligieran dos hongos patdgenos, uno
levaduriforme, C. albicans, y otro filamentoso, A. fumigatus, junto con los linfocitos
humanos, para realizar los estudios de hibridacion DNA-DNA. Como se observa en la
figura 24 no se detect6é ninguna hibridacién con el DNA de las especies estudiadas en los
ensayos realizados a 65, 60, 55, 50 y 42°C, visualizandose Unicamente las bandas
correspondientes al gen MPS/ en el DNA de S. cerevisiae.

Figura 24: Busqueda de genes homologos a MPS/ en otras especies mediante la técnica de Southern.
El DNA gendémico de S. cerevisiae $288C (carril 1), de linfocitos humanos (carril 2}, de 4. fumigarus (carril
3) y de C. albicans (carril 4), fue extraido y digerido con Cla I. 5 ug de cada DNA fueron sometidos a una
electroforesis en un gel de agarosa al 0,7% y transferidos a una membrana de nitrocelulosa. La membrana se
hibrid6 a 50°C con una sonda del gen MPSI marcada radioactivamente y se expuso a una pelicula fotografica
durante 18 horas. Los marcadores de peso molecular se indican en kb.
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El andlisis comparativo de la secuencia de la proteina Mpslp con las existentes en
las bases de datos del Gene Bank/EMBL, pemiti¢ detectar una homologia a nivel del
dominio catalitico con proteinas serin-treonin-tirosin quinasas de mamiferos como
PYT/TTK, eskl, y esk2 , coincidiendo con trabajos previos (Poch ef al., 1994). Sin
embargo, ninguna secuencia de los hongos patdégenos que estuviera incluida en las bases de
datos mostrd una similitud significativa con Mpsl1p.

La existencia de una homologia con proteinas de mamiferos podria haber supuesto
el abandono del estudio de esta proteina como posible diana antifingica. Sin embargo, el
hecho de que dicha homologia se detectara sélo a nivel del dominio C-terminal dejaba
abierta la posibilidad de encontrar inhibidores selectivos que actuasen a nivel del dominio
N-terminal, por lo que se mantuvo el interés por esta proteina.

12.2. Caracterizacion de la proteina mutada Mpslp

Con la intencién de obtener informacién sobre el centro activo u otras zonas
funcionalmente importantes de la proteina Mps1p, se procedio a la secuenciacion del gen
mutante y a la localizacion de la mutacion responsable de su termosensibilidad.

Para ello, se obtuvo el gen mps! mediante PCR utilizando como molde el DNA
genomico del mutante M41, y se cloné en pUCI18, generando los plasmidos pUCmpsl
(tabla 6). A continuacion se secuencié el gen correspondiente en tres clones procedentes de
tres amplificaciones diferentes, por las dos cadenas. De este modo se pudo identificar una
mutacion puntual que consistia en la transicién G—A en el nucledtido 1549 de la fase de
lectura abierta, que originaba un cambio en el aminoacido 517 de glutdmico (E) por lisina
(K). Este cambio de aminodcidos podria originar modificaciones en la estructura
secundaria de la proteina ya que supone la substitucion de un aminoacido acido por otro
basico. La prediccidn de estructura secundaria de la zona donde se localiza el aminoécido
517 (figura 25) muestra como la substitucién de E por K parece extender la lamina B donde
se encuentra dicho residuo, desencadenando la ruptura de una estructura en a-hélice
situada a continuacion, mediante un giro . Este cambio podria alterar la estructura
terciaria de la proteina Mpsip de modo termodependiente, originando su inactivacién a
37°C.

517

Mpslp KRVIQLLDYEMGDGLLYLIMECGDHDLSQILNQRSGMPLDF
TTRRRBRRRRARalRRERBRoao oo ARRARRTTTCCCR

Mpslip KRVIQLLDYEMGDGLLYLIMKCGDHDLSQILNQRSGMPLDF
TLRRBRRBRARoacooRRRRRRRtttaaaRRRRARtLLtcech

Figura 25: Prediccion de estructura secundaria de la proteina Mps1p nativa y Mps/p mutante.
o, hélice alfa; B, estructura beta; t, giro beta ;c, estructura no ordenada. Se indica la posicion del residuo
mutado.

12.3. Expresion y purificacién de la proteina Mpslp

Para poder realizar un estudio comparativo de las caracteristicas fisicas y quimicas
de la proteina mutada en relacién con las de Ia proteina nativa era necerario disponer de
cantidad suficiente de ambas proteinas. Por otro lado, la realizacién de ensayos de
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inhibicién in vitro de la actividad proteica para la busqueda de antifiingicos también
requiere, en la mayoria de los casos, disponer de la diana purificada. Por este motivo se
realizé la fusién de las proteinas Mpslp silvestre y MpsIp mutada al dominio de C-
termimal de la enzima N-acetilmuramoil-L-alanina amidasa de Strepfococcus pneumoniae
(LYTA), que es capaz de unirse a DEAE celulosa y por tanto facilitar la purificacién de las
quimeras (Sanchez-Puelles ef al., 1992).

La funcionalidad de la proteina de fusién fue comprobada mediante un ensayo de
complementacién fenotipica. Para ello, se transformé la cepa mutante MJ41 con los
plasmidos YEpPGKCMPS1 y YEpPGKMPS]1 (tabla 6), en los que la expresion de la
fusion o de la proteina silvestre Mpsip respectivamente, estd bajo el control del promotor
PGK. Se observo que la fusidn era incapaz de complementar el fenotipo termosensible del
mutante, lo cual indicaba una alteracion estructural o un cambio en la localizacién de la
proteina de fusién. Sin embargo, considerando que esta modificacién podria ser reversible
una vez que la proteina purificada fuera separada del dominio C-LYTA, se procedié a la
expresion de la fusion génica en S. cerevisiae (figura 26 panel 2). Paralelamente se
construyé €l plasmido pT7CMPSI1 (tabla 6), en el que la fusién estd bajo el control del
promotor del fago T7, y se realizd su expresién en E. coli BL21 (DE3)plysS (figura 26
panel 1). Los resultados mostraron unos bajos niveles de expresién en ambos casos, asf
como una elevada inestabilidad de la protecina que aparece parcialmente degradada,
dificultando su purificacion a gran escala.

Panel 1 Panel 2

kD

213~ |
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85

50 —
33 =
28

19~

Figura 26: Analisis mediante Western blot de la produccion de la proteina de fusion C-LYTA-Mpslp
en E. coli y en S. cerevisige.Muestras equivalentes de extractos celulares obtenidos a partir de cultivos de E.
eoli (panel 1) y S. cerevisiae (panel 2) se fraccionaron en un gel de poliacrilamida del 10%, se transfirieron a
nitrocelulosa y revelaron con anticuerpos policlonales frente al dominio C-LYTA. La flecha indica la
localizacion de la proteina de fusién de 103,7 kD. _Panel 1: Carriles 1 y 2: controles negativos (E. coli
transformado con pT7-3 crecido en medio M9 y LB respectivamente). Carril 3: control positivo (£. coli
transformado con pT7C crecido en M9). Carriles 4 y 5: E. coli transformado con pT7CMPS1 crecido en M9
y LB, respectivamente, tras 150 min de la induccion con IPTG. Carriles 6 y 7: dos clones de E. coli
transformados con pT7CMPS1 crecido en M9 tras 240 min de la induccién con IPTG. Carriles 8 y 9: dos
clones de E. coli trasnformados con pT7CMPS1 crecidos en LB tras 240 min de la induccién con IPTG.
Panel 2: Carril 1: control negative (S. cerevisiae transformada con el vector YEpPGK2). Carril 2: control
positivo (S. cerevisiae transformada con el vector YEpPGKC). Carriles 3 a 5: tres clones de S. cerevisiae
transformados con el vector de expresuSn YEpPGKCMPS1. En todos los casos las muestras procedian de
cultivos en YEPD a 28°C en fase exponenmal inoculados a partir de cultivos exponenciales en medio
selectivo.
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El interés de la proteina Mpslp como diana antifingica ha llevado a investigar
nuevos sistemas de expresion en organismos como P. pastoris, que pudieran permitir la
purificacion de la proteina no degradada. Estos estudios estan siendo realizados en
colaboracion con el departamento de Microbiologia II de la Facultad de Farmacia

(U.C.M.). -

12.4. Busqueda de interacciones con otras proteinas mediante el “sistema dos
hibridos”

Por otra parte, se buscaron ofras proteinas que interaccionaran con Mpslp, de
manera que en el caso de que una inhibiciéon de estas proteinas pudiera provocar la
alteracion de Mpslp o una modificacion en otro lugar de su misma ruta metabdlica,
posiblemente también tendrian interés como dianas.

La busqueda de estas interacciones se realizé mediante el “sistema dos hibridos”.
Este sistema permite detectar la interaccién de dos proteinas expresadas de manera
conjunta en una misma célula. Se basa en la fusién de cada una de las proteinas a un
dominio diferente del activador transcripcional de levaduras GAL4, (de unién al DNA o de
activacion), de modo que sélo es funcional la uniéon de ambos dominios (Fields y
Sternglanz, 1994). Las interacciones son detectadas mediante un doble proceso de
seleccion, aislando en primer lugar los clones His®, y ensayando su actividad f-
galactosidasa en segundo lugar.

Se clond el gen MPSI en el vector pAS2-1 (tabla 5), portador del dominio de unién
a DNA (GBD4) del activador transcripcional, generandose el plasmido pASMPS] (tabla
6). Este plasmido fue utilizado para transformar las cepas comerciales de S. cerevisiae
Y190 y CG-1945 (tabla 3). Se detectd una activacion transcripeional inespecifica del gen
estudiado, ya que todos los clones transformados presentaron una actividad P-
galactosidasa. Por tanto, la capacidad de la proteina de fusién GBD4-Mpslp para activar
inespecificamente la transcripcién del gen p-gal, impidié continuar esta estrategia.

13. ESTUDIO DE LA PROTEINA Ypl007cp COMO DIANA ANTIFUNGICA

La proteina Ypl0O7cp fue una de las proteinas identificadas que presentd mayor
interés, ya que al no haber sido estudiada anteriormente, ofrecia la posibilidad de constituir
una diana antifingica nueva. Ademas, la demostracion de su esencialidad para S
cerevisiae, realizada en nuestro laboratorio y que se comenta a continuacion
detalladamente, aumentd su interés como diana. Sin embargo, la ausencia de datos acerca
de su actividad y mecanismo de accién, asi como de su estructura y de su localizacién
celular, requerian un estudio en profundidad sobre ella.

13.1. Estudio del gen YPLGO7C
13.1.1. Interrupcion del gen YPLGO7C

El primer ensayo realizado para conocer la importancia del gen YPLOO7C para S.
cerevisiae consistié en su disrupcion génica y la evaluacion del fenotipo originado. Esta
disrupcion génica fue realizada en la cepa haploide TD28 y en las cepas diploides
SXS508A/SX50110A y SEY610/SEY611. La estrategia de interrupcién utilizada se basé en
el trabajo de Gustin y Burk (1993), y se realizé de la manera indicada en la figura 27.
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Figura 27: Interrupcién del gen YPLOO7C. Dos fragmentos de 480 pb y 592 pb correspondientes a
las regiones 5’ y 3’ del gen YPLOO7C se amplificaron mediante PCR con la DNA Polimerasa Pfu, utilizando
las parejas de oligonucledtidos A/C y B/D (tabla 7) durante 55 ciclos de amplificacién, a una temperatura de
anillamiento de 55°C. El fragmento AC-DB se obtuvo mediante la ligacién por el extremo cohesivo Sphl de
los fragmentos AC y DB, y fue posteriormente amplificado por PCR durante 35 ciclos a una temperatura de
anillamiento de 58°C antes de ser clonado en el vector pBluescript IT KS (tabla 6). A continuacion se cloné el
marcador URA3 en la diana central Sph I, y finalmente el fragmento Kpn I-Nor 1 se utiliz6 para transformar la
cepa de 8. cerevisiae S288C.
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Las cepas anteriormente mencionadas fueron transformadas con la construccion obtenida,
sembradas en placas con medio definido carente de uracilo, e incubadas a 26°C.

El estudio de los transformantes obtenidos mediante hibridacion DNA-DNA
(Southern blot), mostro la correcta integracion del gen URA3 en los diploides analizados.
Como sonda se utilizé un fragmento de 592 pares de bases del estremo 3°de la fase de
lectura abierta del gen. La aparicién de dos bandas (figura 28) que poseian el tamafio
esperado para el gen YPLOO7C y para el gen interrumpido, confirmaron que los diploides
con una sola copia del gen eran viables. Por el contrario, no se obtuvo ningun diploide con
los dos alelos interrumpidos, mostrando asi la esencialidad del gen. Ademas, el resultado
obtenido del andlisis de las escasas cepas haploides Ura”, demostré que la disrupcion
génica no se habia producido de manera correcta, y por tanto, también mostraba la
esencialidad de YPL0OO7C. Los resultados anteriores se confirmaron mediante PCR.

1 2
kb
4.0 —
30— Figura 28: Verificacién de la disrupcién del gen
YPLGO7C mediante la técnica de Southern. El DNA gendmico
2.0 — “ de la cepa de S. cerevisiae S288C (carril 1) y del diploide
1.6 — SEY610/SEY611 YPLOO7C::URA3 (carril 2), fue extraido y
‘ digerido con £co RI. 5 pg de cada DNA fueron sometidos a
1.0 — una electroforesis en un gel de agarosa al 1% y transferidos a
: una membrana de nitrocelulosa. La membrana se hibridé a
60°C con una sonda del gen YPLOO7C marcada
05— radioactivamente, y se expuso a una pelicula fotografica
durante 5 horas en presencia de una pantalla amplificadora.

Los diploides interrumpidos en un alelo, SX508A/SX50110A YPLOO7C::URA3 y
SEY610/SEY611 YPLOO7C::URA3, fueron esporulados y tras un proceso de diseccion de
tétradas, las esporas fueron incubadas en medio YEPD a 26°C durante 96 horas. Sélamente
dos esporas de cada tétrada analizada formaron colonias visibles. Estas colonias fueron
incapaces de crecer en un medio deficiente de uracilo, demostrando el efecto letal de la
interrupcion del gen YPLOO7C. La esporas que no dieron lugar a colonias visibles,
germinaron y llevaron a cabo unas 6 divisiones celulares aproximadamente, generando
unas microcolonias cuyo aspecto microscopico se muestra en la figura 29.
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Figura 29: Diseccion de las ascas del diploide SEY611/SEY610 YPLOO7C::URA3. La cepa diploide
interrumpida SEY611/SEY610 YPL0O7C::URA3 fue esporulada y sus ascas fueron diseccionadas e
incubadas en medio YEPD a 26°C. Panel 1: ascas diseccionadas e incubadas a 26°C durante 5 dias. Panel 2:
microcolonia formada por una de las dos esporas que no dieron lugar a colonias viables, visualizada al
microscopio 6ptico a 400X tras cinco dias de incubacion,

13.1.2. Bisqueda de homologias

Posteriormente a la verificacidon de la esencialidad del gen YPLOO7C de S
cerevisiae, se investigé la posible existencia de secuencias homologas a Ypl007¢p en otras
especies. Para ello se llevo a cabo, en primer lugar, una bisqueda en bases de datos
publicas y privadas, tratando de encontrar secuencias nucleotidicas o peptidicas similares a
la proteina en estudio. Sin embargo, no fue posible encontrar similitud con ninguna
secuencia de esta base de datos. Asimismo, otros procedimientos como busqueda de
patrones de secuencia similares, o similitudes estructurales con otras proteinas han sido
insuficientes para caracterizar la proteina. Tampoco se encontraron homdlogos en las
bisquedas realizadas por patrones de expresion en otros organismos, de modo que no
parecia existir un homologo en Caenorhabditis elegans a pesar de que sus librerias de
expresion cubrian mas del 80% de los genes esperados. Por este motivo, se procedio a un
estudio de hibridacion DNA-DNA, Southern blot, con el DNA gendmico de C. albicans, A.
fumigatus y linfocitos humanos, similar al realizado previamente con MPSI. Con este
ensayo se trataba de encontrar similitudes con genes de estas especies que no estuvieran
secuenciados, y que por tanto, no formaran parte de las bases de datos. Sin embargo, como
se muestra en la figura 30, tampoco en este caso fue posible identificar ninguna banda de
hibridacion a las temperaturas de 60, 58, 50 y 42°C a las que se realizaron los ensayos, ya
que tnicamente se visualizaron las bandas correspondientes al gen YPLOO7C en S.
cerevisiae .
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Figura 30: Busqueda de genes homélogos a YPLOG7C en otras especies mediante la técnica de
Southern. El DNA genbmico procedente de S. cerevisiae S288C (carril 1), de C. albicans (carril 2), de 4.
Sumigatus (carril 3) y de linfocitos humanos(carril 4), fue extraido y digerido con Eco R1. 5 g de cada DNA
fueron sometidos a una electroforesis en un gel de agarosa al 1% y transferidos a una membrana de
nitrocelulosa. La membrana se hibridd a 60°C con una sonda del gen YPL0O7C marcada radioactivamente y
se expuso a una pelicula fotogrdfica durante 5 heras en presencia de una pantalla amplificadora. Los
marcadores de peso molecular se indican en kb.

Los resultados de ambas aproximaciones indicaban una posible ausencia de
proteinas homologas en humanos, por lo que se mantenia el interés por la proteina
Ypl007cp como posible diana antifingica.

12.1.3. Analisis de la secuencia

Para obtener informacién acerca de la proteina Ypl007cp se realizé un analisis de
su secuencia peptidica, tratando de encontrar regiones correspondientes a dominios
conservados y comunes con otras proteinas, que pudieran aportar alguna informacién
acerca de su posible funcionalidad. Unicamente se detecté un posible dominio
transmembrana (figura 31), que carecia de homologia con los dominios transmembrana de
otras proteinas. Asi, la ausencia de similitud de la secuencia Ypl007cp con algtin dominio
conservado o caracteristico de alguna familia de proteinas, no permitid obtener datos
orientativos acerca de su actividad o de su funcién en S. cerevisiae.

Por otro lado, se realizé un estudio detallado de la fase abierta de lectura del gen
YPLOO7C mediante la busqueda de secuencias similares en la base de datos PROSITE
(Bairoch, 1991). De este modo fue posible identificar diversas regiones que habian sido
previamente descritas como zonas susceptibles de modificacion enzimdtica. Asf, como se
muestra en la figura 31, se detectaron zonas de fosforilacién por diversas quinasas, como
son la protein quinasa C, la casein quinasa II, tirosin quinasas, y quinasas dependientes de
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¢cAMP y cGMP. Ademis, se identificaron posibles zonas de N-glicosilacién y
miristoilizacién.

También se llevé a cabo un andlisis te6rico de la region no codificante situada en el
extremo 3’ v 5° de la fase abierta de lectura, con el objetivo de identificar las secuencias
que pudieran regular la transcripcién génica y obtener de este modo alguna informacién
acerca de la funcionalidad de la proteina Ypl007cp. Para ello, en primer lugar y de manera
previa, se defini6 el sitio de comienzo de la transcripcién con el objetivo de delimitar la
secuencia promotora que debia ser analizada. Asi se llevaron a cabo experimentos de
extension por cebador (primer extension) (figura 32), que permitieron detectar dos posibles
sitios de comienzo de la transcripcion (TS), cada uno con su correspondiente caja TATA
(figura 31). A continuacién, se trataron de identificar en la regién 5° de la secuencia
algunos dominios de regulacién de la transcripcion. De esta manera, fue posible identificar
diferentes elementos que habia sido implicados previamente en la regulacién de diversos
genes como son MAT-al, que regula la represion de algunos genes especificos de cepas
haploides (Miller et al., 1985); STRE y HSE, que participan en la regulaciéon de
determinados genes en situaciones de estrés (Ruis y Schiiller, 1995); UAS2, que esta
implicado en la expresién de genes relacionados con el metabolismo respiratorio (Dang ef
al., 1994); CT box que es un regulador positivo de genes glicoliticos al que se une la
proteina GCR1 (Tornow et al., 1993); UASntr, que regula la represion catabdlica por
nitrégeno de diferentes genes (Coffman et al., 1994); y MCB que es una secuencia
responsable de la expresion temporal en G1/S de algunos genes (Aldea ef al., 1994). La
localizacién de todas estas regiones se sefiala también en la figura 31.

13.1.4. Regulacién transcripcional del gen YPLOO7C.

La informacién obtenida del analisis tedrico de la regién promotora mostrd algunas
de las posibles formas de regulacion del gen YPLOO7C, que podrian orientarnos acerca de
su papel en 8. cerevisiae. Por este motivo se intentaron determinar de manera experimental
las condiciones que regulaban la transcripcion génica, y conocer la implicacion real de las
regiones previamente descritas. Para ello se llevé a cabo el estudio comparativo de los
niveles del transcrito de YPLOO7C en células de S. cerevisiae mediante hibridacion RNA-
DNA (Northern blot), tratando de identificar posibles variaciones en los niveles de mRNA
dependiendo de:

- Distintas etapas del ciclo celular vegetativo: Se analizaron muestras de un cultivo
sincronizado de la cepa termosensible S. cerevisizge CDC15 en cada una de las etapas del
ciclo celular vegetativo (figura 33).

- Haplotipo celular: Se analiz6 el nivel de transcrito en cepas haploides tipo a
(TD28 y SEY611), y tipo o (SEY610 y S288C), y en cepas diploides (SEY611/SEY610 y
SX508A/SX50110A) (figura 34 panel 1).

- Fase de crecimiento: Se analizaron muestras de un cultivo de la cepa TD28 en
diferentes momentos de su fase exponencial y estacionaria (figura 34 panel 2).

- Fuente de carbono metabolizada: Se analizaron muestras de un cultivo en fase
exponencial de la cepa TD28 creciendo en diferentes fuentes de carbono: glucosa,
galactosa, glicerol y acetato potésico (figura 34 panel 3).
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Figura 31: Secuencia del gen YPLOO7C. La secuencia nucleotidica de la region 5° no codificante
posee dos posibles cajas TATA a -172 y -363, indicadas en la figura, asi como los dos potenciales sitios de
iniciacion de la transcripcion (TS). También se muestran otros posibles elementos de regulacion: MAT-al,
STRE, HSE, UAS2, CT box, UASyrr, y MCB. En la regién 3’ se resalta la posible sefial de terminacién de la
transcripcion/poliadenilacién. La secuencia de aminoacidos se muestra en codigo de una letra. Las
potenciales zonas de modificacion postraduccional aparecen subrayadas, mostrandose zonas de fosforilacion
por diversas quinasas, como son la protein quinasa C (—), la casein quinasa II (—), tirosin quinasas ¢==), y
quinasas dependientes de cAMP (=) y cGMP (=), asi como las posibles zonas de N-glicosilacién (==)y
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Figura 32: Determinacion del sitic de comienzo de la transcripcion del gen YPLOO7C. A la izquierda
de la figura se muestra la secuencia del plasmido pUC19 realizada con el ohgonucleotldo Universal. A la
derecha se muestra la migracién de las bandas correspondientes a los dos potenc1ales sitios de iniciacion de la
trasnscripcién. Se ha indicado la posicion relativa al pldsmido utilizado, como control de tamafio.
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- Situaciones de estrés térmico y osmético: Se analizaron varias muestras de un
cultivo en fase exponencial de la cepa TD28 creciendo en YEPD a 26°C después de ser
sometidas de manera independiente a estrés térmico (37°C) (figura 34 panel 4), y a estrés
osmoético (NaCl 0,5M) (figura 34 panel 5).

- Meiosis y esporulacidon: Se analizaron las muestras de un cultivo en fase
exponencial del diploide SEY6211/SEY6210 al ser transferido a un medio pobre,
deficiente en nitrégeno (figura 34 panel 6).

Un primer anilisis de los resultados mostrados en la figura 33 indicd que la
expresion del gen YPLOO7C era siempre detectable, y los niveles de mRNA parecian
practicamente constantes. No se apreciaron diferencias entre los niveles de mRNA durante
las distintas etapas del ciclo mitotico (figura 33). Tampoco los niveles de transcrito
mostraron diferencias significativas entre las células crecidas en distintas fuentes de
carbono (figura 34 panel 3), entre las células diploides y haploides analizadas, ni entre las
levaduras de tipo a y o estudiadas (figura 28 panel 1). Se observé una reduccién de la
expresion del gen YPLOO7C a medida que el cultivo se acercaba a la fase estacionaria
(figura 28 panel 2), y durante el proceso de esporulacion (figura 43 panel 6). También se
detecté una débil induccién en las células que habian sido sometidas a estrés térmico
(figura 28 panel 4) y salino (figura 28 panel 5) durante 40 y 60 min.
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Figura 33: Analisis de los niveles de expresion del gen YPLOO7C a lo largo del ciclo celular. 1-2 pg
de mRNA fueron extraidos a partir de las muestras tomadas cada 20 minutos de un cultivo de la cepa CDCI15
previamente sincronizado en anafase a 37°C y liberado del bloqueo a 24°C. El mRNA fue sometido a una
electroforesis en un gel desnaturalizante de agarosa-formaldehido al 1% y transferido a una membrana de
nylon. La membrana fue hibridada sucesivamente con las sondas radicactivas correspondientes al gen
YPLOO7C, al gen controi de la actina AC7/ y al gen de la histona H2B como marcador del progreso a lo largo
del ciclo celular.

122



Resultados

) . . .
1 2 3 4 5 6 NS '{\ &\ horas 6\0 o @\“5 Y”al;'
— 3
- A o YPLOO7C
1 2 1 3
i
S S O & O >
o B ¥® & <V min ° ¥ ®¥ M i o w‘?‘ SO horas
* .
o W - s we e v | YPLOOTC
[
m G W . e e W Wk e i ACTI
|
!
4 5 L 6

Figura 34: Analisis de los niveles de expresion del gen YPLOG7C. 1-2 pg del mRNA fueron extraidos
a partir de diferentes cepas de S. cerevisige en diversas condiciones de cultivo y sometidos a una
electroforesis en un gel desnaturalizante de agarcsa-formaldehido al 1% antes de ser tranferidos a una
membrana de nylon. La membrana fue hibridada sucesivamente con las sondas radioactivas correspondientes
al gen YPLOO7C v al gen control ACTI. Los tiempos de exposicion oscilaron entre 16-24 horas para el gen
YPLOG7C, utilizando una pelicula de alta sensibilidad y pantalla intensificadora,;y de 1-2 horas para el gen
ACTI. Panel 1: mRNA procedente de cultivos en fase exponencial en YEPD a 267C de las cepas haploides a:
TD28(1) y SEY612 (2), o :SEY610(3) y S288C (4), y de los diploides SEY611/SEY610 (5) vy
SX508A/SX50110A (6). Panel 2: mRNA procedente de un cultivo de la cepa TD28 en YEPD a 26°C tomado

procedente de un cultlvo en fase exponenc1a] de TD28 en YEPD a 26°C tras ser sometido a un estres térmico
de 37°C. Las muestras fueron tomadas a los 0, 20, 40 60 y 120 minutos del cambio de temperatura. Panel 5:
mRNA procedente de un cultivo en fase exponencial de TD28 en YEPD a 26°C tras ser sometido a un estrés
osmético de 0, SM de NaCl. Las muestras se tomaron a los 0, 20, 40 60 y 120 minutos del aumento de la
ser u‘ansfé;’ml_fnedlo ME para inducir su esporulacién. Las muestras se toma.ron alas 0,24, 72 y 120 horas
del cambio de medio.
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13.1.5. Efecto de alteraciones en el nivel de expresion del gen YPLGO7C

Tras observar que el gen YPLOO7C poseia unos niveles de expresion bastante
constantes, se estudié si modificaciones provocadas en sus niveles de expresién, bien
mediante una sobreexpresion o una delecién en uno de los dos alelos del diploide,
originaban algin efecto sobre el crecimiento y/o la morfologia celular.

Para sobreexpresar el gen YPLOO7C se clond su fase abierta de lectura en €l vector
episomico YEp352 bajo el control del promotor PGK, generando el pliasmido
YEpPGKYPL (tabla 6). Esta construccién fue utilizada para transformar la cepa de S
cerevisiae TD28, asi como la cepa mutante MJ103, obteniendo los transformantes
correspondientes. Una vez confirmado que la construccién complementaba el fenotipo
termosensible del mutante, y por lo tanto era funcional, se pasé al estudio de los clones
TD28 transformantes. Tres clones fueron caracterizados fenotipicamente en el medio MDA
determinando su crecimiento, morfologia y viabilidad a 26 y 37°C. Los resultados
obtenidos fueron comparados con los procedentes del estudio en paralelo de la cepa control
TD28YEp352, transformada unicamente con el vector YEp352, y la cepa silvestre TD28.
Como se indica en la figura 35 no se detectaron diferencias importantes en el
comportamiento de las cepas analizadas. Este resultado mosiré que la sobreexpresion del
gen YPLOO7C en las condiciones ensayadas, no presentaba efectos toxicos apreciables, ya
que no originaba alteraciones detectables de ninguna de las caracteristicas fenotipicas
analizadas.

Con la intencién de conocer si la disminucion de los niveles proteicos de Ypl007cp
provocaba alteraciones facilmente detectables in vitro, se realizé un estudio fenotipico de
tres clones de cada cepa diploide SX508A/SX50110A YPLOO7C.:URA3 vy
SEY610/SEY611 YPLOO7C::URA3, que poseian un alelo del gen YPLOO7C interrumpido.
Su comportamiento en YEPD y MDA a 26 y a 37°C fue comparado con el de sus
correspondientes diploides silvestres cultivados en las mismas condiciones, excepto el
MDA que estaba suplementado con el uracilo necesario para permitir su crecimiento. Los
cultivos se incubaron durante 50 horas y se analizaron sus caracteristicas morfolégicas, su
crecimiento y su viabilidad. También se cuantificé el DNA de la poblacion en crecimiento
mediante citometria de flujo. Todos los clones Ura™ caracterizados mostraron un
comportamiento similar, y en ningin caso fue posible identificar diferencias significativas
con sus correspondientes diploides silvestres, en ninguna de las condiciones analizadas
(figura 36). La presencia del gen URA3 en los diploides interrumpidos podria ser la
responsable de que estas cepas mostraran mayor crecimiento en YEPD a partir de las 10
horas de incubacion.
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Figura 35. Comportamiento y morfologia de la cepa TD28 transformada con YEpPGKYPL, de la
cepa TD28 transfomada con el vector YEp352 y de la cepa silvestre TD28, en el medio liquido MDA a 26 y
a 37°C. Panel 1: (A) Crecimiento en MDA a 26°C. (B) Crecimiento en MDA a 37°C. (C) Viabilidad en MDA
a 26°C. (D) Viabilidad en el MDA a 37°C. El medio de cultivo de la cepa TD28 estaba suplementado con
uracilo. El crecimiento fue determinado por la absorbancia a 600 nm de diferentes alicuotas tomadas a lo
largo del ensayo. La viabilidad fue calculada mediante tincién con yoduro de propidio. Los datos mostrados
corresponden a la media de tres experimentos independientes. Panel 2: (A) TD28 transformado con
YEpPGKYPL a 26°C. (B) TD28 transformado con YEpPGKYPL a 37°C. (C) TD28 transformado con
YEp352 a 26°C. (D) TD28 transformado con YEp352 a 37°C. La figura muestra la morfologia celular tras 6
horas de incubacidn, visualizada en un microscopio de contraste de fases a 400X.
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Figura 36. Comportamiento y morfologia de la cepa diploide interrumpida SEY610/SEY611
YPLOO7C::URA3 y de la silvestre SEY610/SEY611 en los medios liquidos YEPD y medio MDA, a 26 y a
37°C. Panel 1: (A) Crecimiento en YEPD. (B) Crecimiento en medio MDA. (C) Viabilidad en YEPD. (D)

Viabilidad en el medio MDA. Las cepas diploides SEY610/SEY611 YPLO0O7C::URA3 (DI), y silvestre
SEY610/SEY611 (D), fueron crecidas en matraces con medio de cultivo liquido YEPD y medio MDA, a 26 y
a 37°C. El crecimiento fue determinado por la absorbancia a 600 nm de las diferentes alicuotas tomadas a lo
largo del ensayo. La viabilidad fue calculada mediante tincién con yoduro de propidio. Panel 2: (A) DI en
YEPD a 26°C. (B) DI en YEPD a 37°C. (C) D en YEPD a 26°C. (D) D en YEPD a 37°C. La figura muestra la
morfologia celular tras 24 horas de incubacion, visualizada en un microscopio de contraste de fases a 400X.
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13.1.6. Inmunolocalizacién de la proteina de fusion C-LYTA-Ypl007cp mediante
microscopia confocal.

Para intentar obtener mads informacién sobre la funcionalidad de la proteina
Ypl007cp, se realizaron estudios orientados a determinar su localizacion celular. Al carecer
de anticuerpos frente a esta proteina, se decidié construir una proteina de fusion con
Ycp007cp y el dominio C-LYTA procedente de la enzima N-acetilmuramoil-L-alanina
amidasa de S. pneumoniae (Sanchez-Puelles et al., 1992), frente al que si se disponian de
antlcuerpos policlonales. Por otra parte, y como consecuencia de los bajos niveles de
expresion del gen YPLOO7C, previamente determinados mediante la técnica de Northern
blot (figuras 33 y 34) y Western blor (figura 59), se decidié hiperexpresar la fusion génica
para asegurar de este modo la obtencién de una sefial detectable. La hiperexpresion se
realizé mediante la utilizacién de un pldsmido episémico YEpPGKCYPL (tabla 6), en el
que el dominio ClytA estaba fusionado al extremo 5° del gen YPLOO7C, y cuya expresion
estaba regulada por el promotor constitutivo PGK. »

En primer lugar, se comprobé la funcionalidad de la proteina de fusion mediante un
ensayo de complementacién fenotipica, en el cual se transformo la cepa mutante MJ103
con los ptasmidos YEpPGKCYPL y YEpPGKYPL (tabla 6). En ambos casos se consiguio
complementar el fenotipo termosensible del mutante, lo que confirmé que la proteina de
fusion C-LYTA-Ypl007¢p se¢ localizaba, al menos, en el lugar donde se encuentra la
proteina Ypl007cp nativa.

A continuacién, se realizaron los ensayos de inmunolocalizacién en las cepas de S.
cerevisiae TD28 que hiperexpresaban la fusion génica. Las cepas controles utilizadas en
este estudio fueron los clones de la cepa TD28 transformados con el plasmido YEpPGKC
(tabla 6) que hiperexpresaban el dominio ClytA, control positivo, y los transformados con
el plasmido YEpPGKYPL (tabla 6) que hiperexpresaban la proteina Ypl0O7cp, control
negativo. Se analizaron los niveles de expresién de diferentes clones mediante la técnica de
Western blot, sin observar diferencias significativas entre ellos, por lo que la seleccién de
los clones para los ensayos de inmunolocalizacién se realizo al azar. Las células fueron
procesadas del modo adecuado (ver materiales y métodos) para llevar a cabo una
inmunofluorescencia indirecta con un primer anticuerpo policlonal frente al dominio C-
LYTA, v un segundo anticuerpo monoclonal marcado con el fuorocromo Cy-3.

Los resultados obtenidos mostraron una sefial fluorescente similar en los clones que
hiperexpresaban la fusion génica y los que hiperexpresaban el dominio ClytA (figura 37
panel 1), observandose una ausencia de sefial en los controles negativos. La proteina de
fusién parecia estar distribuida por toda la célula, segiin mostrd el estudio de diferentes
secciones transversales de las células (figura 37 panel 2). No puede eliminarse la
posibilidad de que la proteina de fusién se encuentre distribuida de modo inespecifico por
algunos lugares donde habitualmente no se localiza, ya que se que presenta en unos niveles
superiores a los normales. Sin embargo, la capacidad de complementar el fenotipo
termosensible del mutante demuestra que, al menos, estd presente en el lugar adecuado
para llevar a cabo su funcion celular.
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Panel 1

Panel 2

Figura 37. Inmunolocalizacion de la proteina de fusion CLYTA-Ypl007cp mediante microscopia
confocal. Panel 1: (A) Células de S. cerevisiae transformadas con el plasmido YEpPGKCYPL. (B) Células de
S. cerevisiae transformadas con el plasmido YEpPGKC (control positivo). Las células en crecimiento
exponencial a 26°C en el medio liquido YEPD, fueron fijadas, tratadas con un primer anticuerpo policlonal
frente al dominio CLYTA, y un segundo anticuerpo monoclonal marcado con el fluorocromo Cy-3. La
fluorescencia total emitida fue detectada mediante microscopia confocal. Panel 2: Cuatro secciones diferentes
de las células transformadas con YEpPGKCYPL.
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13.1.7. Busqueda de interacciones con otras proteinas mediante el “sistema dos
hibridos” }

La identificacion de proteinas que fueran capaces de interaccionar con la Ypl007cp
podia aportar informacién acerca de la funcionalidad de la proteina en estudio. Para llevar a
cabo esta identificacion se utilizé el “sistema dos hibridos”, que ha sido comentado con
anterioridad. ‘

En primer lugar, se cloné6 el marco abierto de lectura del gen YPLOO7C en el vector
pAS2-1 (tabla 5), que codifica para el dominio de unién a DNA '(GBD4) del activador
transcripcional GAL4. Se transformaron las cepas comerciales de S. cerevisiae Y190 y CG-
1945 (tabla 3) y se analizé el comportamiento de los clones obtqnidos en ¢l ensayo de
actividad [B-galatosidasa. Los resultados mostraron que la proteina de fusion GBD4-
Ypl007cp no presentaba capacidad de activacién trascripcional inespecifica, y por lo tanto,
se podian continuar los estudios de bisqueda de interacciones con otras proteinas. Tras
seleccionar un clon de cada cepa, se transformaron con una lilj)ren'a genémica de S.
cerevisiae que utiliza un vector que lleva clonado ¢l dominio de activacidn trascripcional
(GAD4). La primera etapa de seleccidn permitio recuperar un elevado numero de clones
His" a los que se analizé su actividad B-galatosidasa, utilizando como substrato X-gal.

Aunque el proceso de transformacion con la genoteca se repitié sucesivas veces, y
siempre se recuperaron clones His', no fue posible identificar alguno de ellos que mostrara
también actividad [B-galatosidasa. ‘

El resultado obtenido no permite descartar la existencia de proteinas que
interaccionen con Ypl0O7cp, ya que la ausencia de actividad B-galactosidasa en todos los
clones estudiados, podria ser debida a alguna de las limitaciones del sistema de los dos
hibridos, que sdlamente permite identificar interacciones proteicas relativamente estables
ocurridas a nivel del ntcleo. :

13.2. Estudio funcional mediante la caracterizacion del mutante TD28mj103

Los resultados obtenidos en los ensayos comentados con anterioridad no aportaban
informacion suficiente para poder atribuir a la proteina Ypl0O7cp una funcién. Por este
motivo se adopté una nueva estrategia que permitiera obtener informacién sobre los
procesos en los que la proteina podria estar implicada, que consistia en el estudio de las
caracteristicas diferenciales de un mutante alterado en el gen YPLOO7C y la cepa silvestre.
El mutante MJ103 poseia un fenotipo termosensible complementado por el gen YPLOO7C,
por lo que probablemente poseia una alteracion en este gen. Sin embargo no podia
eliminarse la posibilidad de que también existieran mutaciones en otros genes que
contribuyeran a generar las caracteristicas fenotipicas de la cepa, por lo que era necesario
obtener una cepa mutada exclusivamente en el gen YPLOO7C, que permitieran asegurar que
las modificaciones de su fenotipo eran debidas a esta mutacion.

t

13.2.1. Obtencion del mutante TD28mj103

En primer lugar, se procedié a la identificacién de la mutacion en el gen YPLOO7C
de la cepa termosensible MJ103 obtenida a partir de la cepa S288C mediante mutacion con
luz UV. Para ello se amplificé este gen mediante PCR, utilizando' como molde el DNA
genomico del mutante MJ103. El YPLOO7C se cloné en el vector pBluescript, generando el

r
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plasmido pBLypl (tabla 6), y se secuencié el gen en tres clones procedentes de tres
amplificaciones diferentes, por las dos cadenas. Asi se pudo identificar una transversién
A—T en el nucledtido 442 de la fase de lectura abierta, que originaba un cambio en el
aminoacido 148 de asparragina (N) por tirosina (Y). Este cambio N148Y entre
aminodcidos que carecen de carga a pH neutro, parecia ser el responsable del fenotipo
termosensible del mutante MJ103. Esta mutacion podria tener una repercusién estructural
significativa, sobre todo a 37°C, como se deduce de la prediccion de estructura secundaria
de la zona donde se localiza (figura 38). La sustitucién de N por Y parece provocar un
cambio estructural en la regién donde se localiza dicho residuo, que pasa de estar en una
zona poco estructurada a localizarse en una estructura tipo f.

148
I

YplO0O07cp SSRTYHCFEWNPIESSIVVGNEDGELQFFSIRKNSENTPEF
TTRABRRTTCCCTTRARRRCCCanaaaaaaTTTCCCCCCon

Ypl007¢cp SSRTYHCFEWNPIESSIVVGYEDGELQFEFSIRKNSENTPEF
TTRRBRBRATTCCCTTRARRRRRRCCCanoaxatatTTTCCCCCCox

Figura 10: Predicci6n de estructura secundaria de las proteinas Ypl007cp nativa e Ypl007cp mutante.
o, hélice alfa; B, estructura beta; t,, giro beta ; ¢, estructura no ordenada. Se indica la posicién del residuo
mutado.

A continuacién se procedi a la obtencion de un mutante que poseyera la mutacién
identificada previamente, mediante una técnica de recombinacion genética. La cepa de S.
cerevisiae elegida para ser mutagenizada fue la TD28 (tabla 3). En esta cepa se introdujo la
mutacion puntual A442T, generando el mutante TD28mj103 mediante recombinacion
homologa (figura 39) (Scherer y Davies, 1979). Se confirmé el fenotipo termosensible de
los clones recuperados tanto en medio sélido como en medio liquido, asi como la
capacidad del gen YPLOO7C para complementar su fenotipo termosensible. El clon
transformante mostré un crecimiento, una viabilidad, y una morfologia similar a la del
silvestre (tabla 20). Asimismo, y como se indica mas adelante en la figura 40, la
distribucién de la poblacién segin su contenido en DNA del transformante también fue
parecida a la de la cepa control. Por ultimo, la secuenciacion del gen ypl007c verifico la
presencia de la mutacién A442T y por lo tanto, se confirmé que esta mutacion era la
causante del fenotipo termosensible del mutante original MJ103.
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l A442

T442 Ad42

t

Figura 39: Reemplazamiento génico del alelo silvestre YPLOO7C por el alele mutado yplf07c. (A) El
alelo mutado ypl007¢ fue clonado en el vector integrativo YIpS generando el plasmido YIpypl con URA3
como marcador de seleccion. (B) La cepa silvestre de S. cerevisiae TD28, fue transformada con esta
construccion, previamente digerida con X#ol, para facilitar 1a recombinacién hom¢loga entre el alelo silvestre
v el mutado. (C) Como resultado de la recombinacién, el YIpypl se integré en el genoma, permitiendo la
presencia conjunta de YPLOO7C e ypl007¢ en los clones Ura". (D) La recombinacién entre las zonas
homélogas de los genes dié lugar a la pérdida del marcador L/RA3 junto con uno de los dos genes YPLOO7C o
ypl007c. (E) Tres cepas Ura” termosensibles fueron secuenciadas para verificar la presencia de la mutacién
Ad42T en el gen ypl007c.
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Tabla 20: Estudio comparativo del comportamiento en medio liquido del mutante
TD28mj103, del transformante T-TD28m;j103 y de la cepa silvestre de S. cerevisiae TD28.

CEPAS YEPD 26°C YEPD 37°C
Crecimiento | Viabilidad | Morfologia | Crecimiento | Viabilidad | Morfologia
(%) (%)
TD28mj103 ++ 95/90 R - 70/40 R
T-TD28m;j103 +++ 99/98 S +++ 90/85 S
TD28 +++ 95/90 S +++ 85/70 S

El clon T-TD28mj1G3 procedia de la transformacién del mutante TD28mj103 con el plasmido pl103.1, que
habia sido obtenido a partir del clon T103.1 como se ha comentado con anterioridad. El crecimiento en el
medio liquido YEPD fue estudiado durante 48 horas mediante la determinacion de la absorbancia a 600 nm.
El signo +++ significa que los valores obtenidos a las 24 horas de incubacion fueron similares a los de la cepa
silvestre. El signo - indica ausencia de crecimiento. Los valores de viabilidad fueron calculados mediante
tincion con yoduro de propidio tras 24/48 horas de incubacion. La morfologia fue analizada mediante
microscopia dptica y se indica como 8 en el caso de no mostrar diferencias significativas con la cepa TD28, y
como R en el caso de mostrar una morfologia mas redondeada. Los valores de crecimiento a 26 y a 37°C
estan referidos a los valores de crecimiento de la cepa $288C en las mismas condiciones.

13.2.2. Caracterizacion fisiolégica del mutante

Con la finalidad de averiguar el papel fisiolégico de la proteina Ypl0O07cp en S.
cerevisiae, se realizaron diversos estudios de caracterizacién fenotipica del mutante
TD28mj103.

13.2.2.1. Estudio del fenotipo termosensible

Se analizaron las caracteristicas fenotipicas del mutante TD28mj103, estudiando su
crecimiento, viabilidad, contenido en DNA y morfologia en medio liquido YEPD en
condiciones permisivas (26°C) y restrictivas (37°C). Los resultados obtenidos fueron
comparados con los procedentes del estudio en paralelo de la cepa control TD28. Los
matraces con medio YEPD fueron inoculados con cultivos en fase exponencial en YEPD a
26°C, de modo que su absorbancia a 600 nm fuera de 0,1 y se incubaron durante 24 horas a
26 y a 37°C. El estudio de las diversas alicuotas tomadas durante este periodo mostrd una
tasa de crecimiento menor del mutante TD28mjl103 respecto de TD28, aunque tras 24
horas de incubacion sus valores de absorbancia a 600 nm fueron similares (figura 40 pancl
1). El mutante fue incapaz de proliferar a 37°C a pesar del ligero incremento de su
absorbancia a 600 nm durante las primeras horas de incubacién (figura 40 panel 1).

El porcentaje de células viables, calculado mediante el recuento de colonias
crecidas en placas de YEPD e incubadas a 26°C fue similar al de la cepa TD28 a 26°C, pero
mostrd una viabilidad inferior a 37°C (figura 40 panel 1).

Se realizo el estudio del contenido en DNA mediante citometria de flujo. Esta
técnica permite cuantificar la cantidad de DNA de las células durante todo el ciclo
mitotico. En general, el contenido en DNA de una célula durante la fase GO/G1 se
denomina n, y en las fases de sintesis, en las que dicho contenido se duplica, es 2n. Los
analisis realizados mostraron que la poblacién con un contenido n de DNA era mas
numerosa en la cepa mutante que en la silvestre, tanto a 26 como a 37°C, y tanto en fase
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exponencial como al comienzo de la fase estacionaria (figura 40 panel 2). La cepa mutante
poseia una poblacion con contenido en DNA n similar a la 2n durante su crecimiento a
26°C, aunque tras 22 horas de incubacién la poblacion n era mayoritaria. A 37°C el
incremento de la poblacion n frente a la 2n se realizaba de un modo més rapido, de modo
que tras 8 horas de incubacidn el cultivo presentaba la mayoria de las células con contenido
en DNA n y su crecimiento estaba practicamente detenido. Por el contrario, la cepa
silvestre mostré una poblacién predominante 2n en todas las condiciones analizadas. Estas
caracteristicas del mutante sugerian que un posible alargamiento de su fase GO/G1 podria
ser la causa de la disminucion de su tasa de crecimiento y el incremento de la poblacion n.

Por otra parte, el estudio morfolégico de TD28mjl03 mostré que las células
mutantes eran mas redondas que las silvestres, tanto a 26 como a 37°C (figura 41).

Para caracterizar con mayor detalle el comportamiento del mutante TD28mj103
observado en matraz y comprobar que era repetitivo, se realizaron ensayos similares en
biorreactores con 20 litros de medio YEPD (ver materiales y métodos): La inoculacién de
los biorreactores se realizd con células en crecimiento exponencial en YEPD a 26°C. Las
células fueron incubadas en unos casos a 26°C, y en otros se elevo la temperatura a 37°C
una vez que los cultivos habjan alcanzado una absorbancia a 600 nm adecuada. Durante el
ensayo se analizé la evolucion del comportamiento de la cepa mutante y de la cepa
silvestre mediante la toma de alicuotas y determinacion de su absorbancia a 600 nm, de su
viabilidad, morfologia y contenido en DNA. Los resultados obtenidos fueron similares a
los de los experimentos anteriores en matraces, confirmandose asi el fenotipo previamente
descrito.

El analisis de las células mutantes detenidas a 37°C mostréd que el 60% de éstas
carecian de yema. Este resultado, junto al obtenido por citometria de flujo sobre el
contenido en DNA de las células detenidas a 37°C, parecia indicar que la mutacién no
originaba la detencion del ciclo vegetativo en un momento concreto, y por tanto YPLOOQ7C
parecia no ser un gen responsable de la progresion del ciclo celular. Para verificar esta
posibilidad, se realizaron unos ensayos con células mutantes TD28mj103 y silvestre TD28
sincronizadas por el factor alfa (ver materiales y métodos). Una vez eliminado este factor
se incubaron las células a 37°C, analizando su morfologia y crecimiento. Los resultados
obtenidos mostraron que tras 8 horas de incubacion el mutante detenia su crecimiento
presentando el 60% de las células sin yema y por tanto en la etapa G0/G1, mientras que las
células silvestres continuaban su crecimiento con un 5% de las células con esta
caracteristica. Este resultado indicaba que la detencién celular no ocurria en todas las
células en un momento determinado del ciclo.
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Figura 40: Comportamiento y contenido en DNA de la cepa mutante TD28mj103 y de la silvestre
TD28, en ¢l medio liquido YEPD a 26 y a 37°C. Panel 1: (A) Crecimiento en YEPD a 26 y a 37°C. (B)
Viabilidad en YEPD a 26 y a 37°C. El crecimiento fue determinado por [a absorbancia a 600 nm de diferentes
alicuotas tomadas a {o largo del ensayo. La viabilidad fue calculada mediante el recuento de colonias en
medio s6lido YEPD a 26°C. Pangl 2: Contenido en DNA de las células, determinado mediante citometria de
flujo. El eje X representa el contenido de DNA segun la sefial fluorescente del yoduro de propidio, y el eje Y
indica el numero de células. Cada muestra est4 constituida por 10" células. El primer pico corresponde a la
poblacion n y el segundo pico corresponde a la poblacion 2n.
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Figura 41: Morfologia de la cepa mutante TD28m;j103 y de la silvestre TD28, en el medio liquido
YEPD a 26y a37°C. TD28mj103 a 26°C tras 6 horas (A) y 24 horas (B) de incubacién. TD28mj103 a 37°C
tras 6 horas (C) y 24 horas (D) de incubacion. TD28 a 26°C tras 6 horas (E) y 24 horas (F) de incubacién.
TD28 a 37°C tras 6 horas (G) y 24 horas (H) de incubacion. La morfologia celular fue visualizada en un
microscopio de contraste de fases.

Para tratar de investigar si la detencion del crecimiento del mutante a 37°C podria
depender de las caracteristicas de cada célula, se realizd el seguimiento al microscopio
optico del comportamiento de diversas células durante 72 horas. Para ello se sembraron
c€lulas mutantes TD28mj103 y silvestres TD28 sobre ldminas de YEPD (ver materiales y
métodos), y se incubaron a 26 y a 37°C durante 72 horas. Asi fue posible detectar que
ambas cepas se multiplicaban a 26°C, y aunque las células mutantes lo hacian mas
lentamente que la silvestre, ambas generaban colonias macroscépicas de tamafio parecido
tras 72 horas de incubacién. Sin embargo, a 37°C, las células mutantes mostraron un
comportamiento diferente al del silvestre, y llevaron a cabo un niimero menor y variable de
divisiones, de modo que unas no se dividian ninguna vez y otras lo hacian pocas veces
generando microcolonias constituidas por 4 a 8 células (figura 42). Las células silvestres en
estas condiciones fueron capaces de proliferar y dar lugar a colonias macroscépicas. Este
experimento mostré que el efecto de la mutacién no se manifestaba de igual manera en
toda la poblacién celular mutante, y podia depender, posiblemente, del estado fisioldgico
de cada célula.
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Figura 42: Crecimiento del mutante TD28mj103 y de la cepa silvestre TD28 sobre laminas de agar
YEPD a26 y a 37°C. (A) TD28mj103 a 26°C. (B) TD28mj103 a 37°C. (C) TD28 a 26°C. (D) TD28 a 37°C.
1x10* células procedentes de cultivos en fase exponencial en YEPD a 26°C se sembraron sobre [aminas de
agar YEPD y se incubaron a 26 y a 37°C durante 72 h. La evolucion del cultivo fue seguida en un
microscopio de contraste de fases a 400x. La fotografia muestra el aspecto de los cultivos tras 24 h de
incubacion,
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Con el objetivo de conocer si el comportamiento termosensible del mutante variaba
segin la fase de crecimiento en la que se encontraba, se procedio a estudiar el fenotipo
termosensible mostrado por células de TD28mjl103 que se encontraban en crecimiento
exponencial y en fase estacionaria. Estos estudios se realizaron de manera similar a los
llevados a cabo para la caracterizacién del fenotipo termosensible del mutante, y que han
sido explicados previamente. Los indculos utilizados procedieron de cultivos en distintos
momentos de la fase exponencial y cultivos en fase estacionaria. Los resultados de este
ensayo mostraron que los cultivos a 37°C de células mutantes procedentes de la primera
etapa del crecimiento exponencial eran capaces de proliferar en estas condiciones durante
mas tiempo que los cuitivos que habian sido inoculados con células que se encontraban al
final de la fase exponencial y en fase estacionaria.

Por otra parte, una vez conocido el comportamiento del mutante a 26 y a 37°C se
traté de conocer su compertamiento a otras temperaturas intermedias para intentar
delimitar la minima temperatura a la que se manifestaba [a mutacion. Para ello se
sembraron 1x10° células procedentes de cultivos en fase exponencial de las cepas mutante
TD28mj103 y silvestre TD28, sobre placas de Petri con medio YEPD. Las placas
inoculadas fueron incubadas a 15, 24, 30, 32 y 35°C durante 120 horas, examinando su
evolucion cada 24 horas. Como se observa en la figura 43, la cepa mutante mostré un
crecimiento similar al de la cepa silvestre a 15 y a 24°C. Su crecimiento fue inferior a 30 y
a 32°C, resultando incapaz de generar colonias visibles a 35°C.

15°C 24°C 30°C

32°C 35°C

Figura 43: Crecimiento de la cepa mutante TD28m;j103 y silvestre TD28 en el medio sélido YEPD a
diferentes temperaturas. 1x10° células de la cepa mutante TD28mjl03 y de la cepa silvestre TD28,
procedentes de cultivos en fase exponencial en YEPD a 26°C, fueron sembradas en forma de “botén” en
placas de Petri con medio YEPD. El botén superior corresponde a la cepa silvestre y el botén inferior a la
cepa mutante. La velocidad de crecimiento fue diferente dependiendo de la temperatura de incubacion, por lo
que en la figura se muestra el aspecto de la placa incubada a 15°C después de 10 dias de ser sembrada, de las
placas incubadas a 24, 30 v 32°C después de 3 dias, y de la placa incubada a 35°C tras permanecer 4 dias a
csta temperatura.

137



Resultados

13.2.2.2. Crecimiento en diferentes fuentes de carbono

Con la finalidad de conocer si el mutante TD28mjl03 era capaz de utilizar
diferentes fuentes de carbono a temperatura permisiva y evaluar su capacidad para crecer a
temperatura restrictiva en alguno de ellos, se analizé su comportamiento en medios solidos
con glucosa, galactosa y maltosa, como fuentes de carbono fermentables, y con glicerol,
etanol y acetato potasico como fuentes de carbono no fermentables. En todos los medios se
sembraron 1x10° células de los cultivos en fase exponencial a 26°C de las cepas mutante
TD28mj103 y silvestre TD28. Las placas inoculadas fueron incubadas a 15, 24, 30 y 35°C
durante 120 horas, excepto la de 15°C que se incubdé durante 10 dias, anotando su
evolucion cada 24 horas. Los resultados obtenidos (figura 44) mostraron un crecimiento a
temperatura permisiva del mutante TD28mj103 en todos los medios utilizados, y por tanto,
su capacidad para metabolizar las diferentes fuentes de carbono ensayadas. Sin embargo,
existian diferencias entre ambas cepas en cuanto a la velocidad de crecimiento y tamafio de
las colonias formadas, dependiendo de la temperatura de incubacidén. Asi, el
comportamiento a 24°C del mutante TD28mj103 fue muy similar al de la cepa silvestre en
todos los medios utilizados. A 30°C el crecimiento del mutante en los medios con glicerol
y acetato potasico resulté mas lento que el de la cepa silvestre, siendo incapaz de proliferar
en el medio con etanol. Finalmente, a 35°C la cepa mutante no pudo crecer en ninguno de
los medios de cultivo, al contrario de la cepa control TD28, que lo hizo en todos ellos.

Para conocer si la ausencia de crecimiento del mutante sobre el medio de cultivo
con etanol a 30°C, era la consecuencia de un efecto tdxice del etanol sobre las células
mutantes, o era debido a que este substrato no podia ser degradado por el mutante, se
evalué el crecimiento de dicha cepa a 30°C en un medio de cultivo que poseia etanol 2% y
glucosa 2% como fuentes de carbono. La ausencia de crecimiento en este medio de cultivo
confirmo6 que el etanol producia a 30°C un efecto tdxico sobre el mutante que impedia su
proliferacion.

Por tanto, los resultados obtenidos permitieron concluir que la termosensibilidad
del mutante era independiente de la fuente de carbono utilizada, ya que no se obtuvo
crecimiento en ninguna de las condiciones ensayadas a temperatura restrictiva.

13.2.2.3. Crecimiento en presencia y ausencia de oxigeno

Para conocer si el oxigeno participaba en la manifestacion del fenotipo
termosensible, se analiz6 el comportamiento del mutante TD28mj103 en aerobiosis y en
anaerobiosis, en medio solido y en medio liquido.

Los experimentos en medio sélido se realizaron mediante la siembra de 1x10°
células procedentes de un cultivo en fase exponencial en YEPD a 26°C, en cuatro placas de
Petri con medio sélido YEPD. Dos de las placas fueron incubadas durante 72 horas en
presencia de oxigeno a 26 y a 37°C respectivamente. Las otras dos placas fueron incubadas
en las mismas condiciones de temperatura en una atmosfera carente de oxigeno (ver
materiales y métodos). Los resultados obtenidos mostraron una ausencia de crecimiento del
mutante en todas las placas incubadas a 37°C, a diferencia de la cepa silvestre que fue
capaz de crecer en las mismas condiciones. Por otra parte, el mutante se comporté de
manera similar al silvestre a 26°C en las condiciones ensayadas.
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Figura 44: Crecimiento de la cepa mutante TD28mjl03 y de la cepa silvestre TD28 en medios
solidos con diferentes fuentes de carbono. 1%10° células de la cepa mutante TD28mj103 v de la cepa silvestre
TD28, procedentes de cultivos en fase exponencial en YEPD a 26°C, fueron sembradas en forma de “botén™
en placas de Petri con medios de cultivo con diferentes fuentes de carbono. El boton superior corresponde a
la cepa silvestre y el botdn inferior a la cepa mutante. La fotografia muestra el aspecto de las placas tras 72
horas de incubacién a las temperaturas indicadas. Debe sefialarse que las escasas colonias de la cepa mutante
que aparecen en la placa de acetato potésico incubada a 30°C siguieron creciendo, a diferencia de las células
inoculadas sobre el medio de etanol e incubadas a la misma temperatura, que no mostraron ningin
crecimiento tras 120 horas de incubacion.
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Los experimentos en medio liquido se realizaron en biorreactores con 20 litros de medio
YEPD. Los indculos procedian de células en fase exponencial en YEPD a 26°C. El estudio
de la cepa mutante y de la silvestre fue realizado de manera similar al utilizado en la
caracterizacion del fenotipo termosensible, explicado previamente, aunque en este caso se
evito la entrada de oxigeno en el biorreactor. Las temperaturas de incubacion fueron 26 y
37°C. Los comportamientos de ambas cepas en las condiciones analizadas fueron similares
a los observados con anterioridad en condiciones aerobias, de modo que a 26°C la cepa
mutante crecié mas despacio que la silvestre, aunque a tras 24 horas de mcubacion los
valores de absorbancia a 600 nm fueron similares. A 37°C la cepa mutante detuvo su
crecimiento tras 8 horas de incubacion, mientras que la cepa silvestre continud
proliferando. Los resultados obtenidos mostraron que el fenotipo termosensible de
TD28m;j103 era independiente de la presencia o ausencia de oxigeno.

13.2.2.4. Analisis de metabolitos

Con el objetivo de conocer si la mutacion N148Y en la proteina YplOO07cp
provocaba una alteraciéon en los mecanismos de consumo y produccion de algunos
metabolitos, se realizaron experimentos en los que la cepa mutante TD28mjl103 y la cepa
silvestre TD28 fueron cultivadas en condiciones controladas. En este estudio se trabajé con
cultivos mas crecidos que en los experimentos anteriores, ya que se trataba de detectar
modificaciones en la composicion del caldo de cultivo como consecuencia de la actividad
metabolica de las células, y por lo tanto se requeria un crecimiento abundante para que
estas modificaciones pudieran ser detectadas por técnicas cromatograficas. El cultivo de
ambas cepas se llevé a cabo en biorreactores con 20 litros de medio YEPD inoculados con
cultivos en fase exponencial crecido en este mismo medio a 26°C. La incubacién se realizo
en unos casos a 26°C durante todo el proceso, mientras que en otros se inicio el crecimiento
a 26°C y al alcanzar la absorbancia a 600 nm de 1 se realizd un cambio térmico a 37°C. Las
muestras tomadas a lo largo del ensayo fueron analizadas, evaluando su crecimiento
(absorbancia a 600 nm), su viabilidad y su morfologia. Ademas, el caldo de estas muestras
se analizé mediante HPLC, que permite determinar las variaciones en los niveles de 16
aminodcidos (4cido aspartico, serina, acido glutdmico, glicocola, histidina, arginina,
treonina, alanina, prolina, tirosina, metionina, valina, lisina, isoleucina, leucina y
fenilalanina), asi como el consumo de glucosa y la produccién de diversos acidos organicos
(pirtivico, mevalénico, citrico, succinico formico y acético) y alcoholes (etanol, metanol y
propanol). Las diferencias mas relevantes entre ambas cepas se muestran en las figuras 45 y
46. Fueron especialmente destacables la mayor produccién de etanol por el mutante y de un
compuesto atn sin identificar a 26°C (figura 45). Por otro lado, la cepa TD28mj103
continud el consumo de aminoicidos una vez agotada la glucosa del medio a 26°C, a
diferencia de la cepa TD28 que detuvo su consumo en condiciones de agotamiento de
glucosa (figura 45). Este ultimo comportamiento fue mostrado también a 37°C por ambas
cepas (figura 46). El seguimiento del crecimiento celular permitié detectar una
proliferacion del mutante TD28mj103 tras el cambio térmico, llegando a alcanzar unos
valores similares a los de la cepa silvestre. Este resultado fue la consecuencia de su
capacidad, demostrada anteriormente, para realizar varias divisiones celulares previamente
a la detencion del crecimiento en condiciones restrictivas. En este experimento las
divisiones previas fueron suficientes para agotar la glucosa del medio y por tanto, la
detencién del crecimiento fue consecuencia de la falta de nutrientes ademas de ser
consecuencia de la manifestacion del fenotipo termosensible.
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Figura 45: Analisis del consumo y produccién de metabolitos en fermentaciones de las cepas mutante
TD28mj103 y silvestre TD28.

(A) Cepa mutante TD28mj103 a 26°C. (B) Cepa silvestre TD28 a 26°C. Ambas cepas fueron cultivadas en
biorreactores con 20 | de medio YEPD a 26°C. El crecimiento de los cultivos fue determinado por la
densidad éptica (DO) a 600 nm de las alicuotas tomadas durante el ensayo. Los caldos procedentes de la
centrifugacion de las diferentes alicuotas fueron analizados mediante HPLC.
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Figura 46: Analisis del consumo y produccion de metabolitos en fermentaciones de las cepas mutante
TD28mj103 y silvestre TD28.

(A) Cepa mutante TD28mj103 a 37°C. (C) Cepa silvestre TD28 a 37°C. Ambas cepas fueron cultivadas en
biorreactores con 20 | de medio YEPD a 37°C. El crecimiento de los cultivos fue determinado por la
densidad optica (DO) a 600 nm de las alicuotas tomadas durante el ensayo. Los caldos procedentes de la
centrifugacion de las diferentes alicuotas fueron analizados mediante HPLC.
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13.2.2.5. Efecto de la sobreexpresion del gen YPLOO7C

Como ya se ha comentado anteriormente, los ensayos de sobreexpresion del gen
YPLOO7C en la cepa TD28 no mostraron diferencias significativas entre el crecimiento,
viabilidad y morfologia del clon que sobreexpresaba este gen y la cepa silvestre TD28
(figura 35). Sin embargo y como consecuencia de que el medio de cultivo minimo MDA
utilizado para asegurar la hiperexpresién, habia provocado una disminucion de la tasa de
crecimiento de la cepa TD28 con respecto a la mostrada en medio rico, asi como una
modificacién de su morfologia, se decidio repetir el experimento en unas condiciones de
cultivo mejores, que permitieran detectar ligeros cambios en su comportamiento como
consecuencia del efecto de la sobreexpresion. Por este motivo se analizo el
comportamiento de 3 clones procedentes de la transformacién del mutante TD28m;j103 con
el plasmido episomico YEpPGKYPL (tabla 6), en medio rico YEPD a 37°C. Los matraces
fueron inoculados con cultivos en MDA a 26°C en fase exponencial y se incubaron en
YEPD a 37°C para asegurar la hiperexpresion génica y evitar la pérdida de plasmido. Con
objeto de poder analizar las posibles variaciones en el comportamiento, se compararon los
resultados obtenidos con los procedentes del ensayo paralelo de otros tres clones mutantes
transformados con el pldsmido centromérico pl03.1, con la cepa mutante TD28m;j103 y
con la silvestre TD28. Durante las 24 horas de duracién del experimento se tomaron
diversas alicuotas, en las que se analizd el crecimiento, la viabilidad y la morfologia
celular, asi como la distribucion de la poblacién en cuanto a su contenido en DNA. Los
resultados obtenidos (figura 47 panell) mostraron un comportamiento similar de los clones
transformados con ambos tipos de plasmidos, que, a diferencia de la cepa mutante,
proliferaron a 37°C, aunque con una tasa de crecimiento menor que la cepa silvestre. La
viabilidad de todos los clones transformantes analizados, no presenté diferencias con la
cepa silvestre (figura 47 panell). Asimismo la morfologia observada fue similar a la del
silvestre. Por otra parte, la distribucion de la poblacién celular en cuanto a su contenido en
DNA fue similar en los transformantes v en la cepa silvestre TD28, con un claro
predominio de la poblacién 2n, a diferencia de la cepa mutante que presenté una parte
importante de su poblacién con un contenido n en DNA durante el tiempo en que tuvieron
lugar las divisiones celulares previas a que su crecimiento se detuviera a 37°C (figura 47
panel 2). Este estudio mostrd que el gen YPLOO7C en monocopia y en multicopia era capaz
de complementar otra de las alteraciones fenotipicas del mutante, que es el incremento de
la poblacion en la fase GO/G1.

Estos resultados confirmaron que el incremento de los niveles de expresion del gen
YPLOO7C en la cepa mutante TD28mj103 no provocaba cambios detectables en ninguna de
las caracteristicas analizadas, coincidiendo asi con los resultados obtenidos previamente e¢n
los ensayos de sobreexpresion del gen en la cepa silvestre TD28.

13.2.2.6. Capacidad y eficiencia de apareamiento

Para conocer si la mutacion N148Y de la proteina YplOO7cp provocaba una
alteracion del proceso de apareamiento de S. cerevisiae, se realizaron ensayos
comparativos entre el mutante TD28mjl103 y el silvestre TD28 en medio solido (ver
materiales y métodos).
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Figura 47: Comportamiento y contenido en DNA de la cepa mutante TD28mj103, de sus clones
transformados con YEpPGKYPL vy con pl03.1 v de la cepa silvestre TD28, en el medio liquido YEPD a
determinado por la absorbancia a 600 nm de las diferentes alicuotas tomadas a lo largo del ensayo. La
viabilidad fue calculada mediante tincién con yoduro de propidio. El comportamiento del clon transformado
con YEpPGKYPL y el comportamiento del clon transformado con p103.1 corresponden a la media de tres
experimentos independientes. Panel 2: Contenido en DNA de las células, determinado mediante citometria de
flujo. El eje X representa el contenido de DNA segun la sefial fluorescente del yoduro de propidio, y el eje Y
indica el niimero de células. Cada muestra est4 constituida por 10* células, El primer pico corresponde a la
poblacién n y el segundo pico corresponde a la poblacién 2n.
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El apareamiento de ambas células ocurri6 con una eficiencia similar a 26°C, aunque -
las células mutantes tardaron mds tiempo. A 37°C también se produjo el apareamiento de
ambas cepas, demostrando que ademas de tener capacidad para dividirse varias veces antes
de detener su crecimiento a temperatura restrictiva, también era capaz de conjugar. Por otra
parte, las células miutantes fueron incubadas a 37°C durante periodos de 8 horas
previamente a ser sometidas a los procesos de apareamiento a 37°C y también a 26°C como
control del experimento. Con esta incubacién previa se trataba de detener el ciclo
vegetativo de las células mutantes y posteriormente analizar si el ciclo sexual también
quedaba detenido a esta temperatura, o por el contrario las cepas podian aparear. Los
resultados mostraron que las células mutantes preincubadas a 37°C no apareaban a la
temperatura restrictiva de 37°C aunque si lo hacian a 26°C, por lo que se dedujo que el
mutante TD28mj103 detenia su ciclo vegetativo y sexual a 37°C.

Los resultados de ambos ensayos parecian indicar que el gen YPLOO7C no estaba
directamente relacionado con ninguno de los procesos analizados.

13.2.2.7. Sensibilidad a diferentes tipos de estrés

Como se ha comentado con anterioridad en este trabajo, el andlisis de la secuencia
promotora del gen YPLOO7C revel6 la presencia de secuencias correspondientes a lugares
de activacién de la transcripcion de algunos genes en condiciones de estrés, como son
STRE y HSE (figura 31). Por otro lado, también se han mostrado los resultados obtenidos
en el estudio de la regulacion génica, en los que se detectd un ligero incremento del mRNA
en las células crecidas en presencia de NaCl 0,5 M (figura 34 panel 4), asi como en las
células incubadas a 37°C (figura 34 panel 5). Ambas caracteristicas sugirieron una posible
implicacion de la proteina Ypl007cp en la respuesta celular desencadenada ante situaciones
de estrés. Por este motivo, y con el objetivo de conocer si la mutacién en yp/007c¢ podia
modificar la capacidad de respuesta de la cepa frente a estas situaciones, se analizo el
comportamiento de la cepa mutante TD28mjl103 y de la silvestre TD28 en diferentes
condiciones de estrés a 26°C, ya que a esta T?, como se ha comentado con anterioridad,
existia un cierto grado de expresion de la mutacién (figura 40).

- Sensibilidad al estrés salino.

El comportamiento de ambas cepas en condiciones de estrés salino fue evaluado en
medios liquidos y solidos suplementados con diferentes concentraciones de NaCl. El
estudio en medio liquido se realizé en matraces con medio YEPD suplementado con NaCl
1, 1,5 y 2 M, que fueron inoculados a una absorbancia a 600 nm de 0,1 con cultivos en fase
exponencial en YEPD a 26°C. Durante las 74 horas de incubacidn se tomaron diversas
alicuotas a las que se analizé su crecimiento (Agoonm) ¥ su morfologia. Los resultados
obtenidos mostraron un crecimiento menor de la cepa mutante TD28m;j103 en presencia de
NaCl con respecto a la silvestre TD28 (figura 48 panel 1). Ambas cepas modificaron su
morfologia al crecer en condiciones de estrés salino, de modo que la cepa mutante aument6
ligeramente su tamafio, a diferencia de la cepa silvestre cuyas células se mostraron mas
pequefias (figura 48 panel 2). Estas observaciones indicaban que los mecanismos de
respuesta a estrés salino podrian estar dafiados en el mutante.
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Figura 48: Sensibilidad de las cepas mutante TD28mj103 y silvestre TD28 al estrés salino. Panel 1.
Crecimiento de la cepa mutante TD28mj103 y de la cepa silvestre TD28, 1x10° células de ambas cepas
procedentes de cultivos en fase exponencial en YEPD a 26°C, fueron sembradas en matraces con medio
liquido YEPD vy con medio liquido YEPD suplementado con 1, 1,5 y 2 M de NaCl. Los cultivos se incubaron
a 26°C, y su crecimiento fue determinado por la absorbancia a 600 nm de diferentes alicuotas tomadas a lo

silvestre TD28 en YEPD suplementado con 1M de NaCl. La figura muestra la morfologia celular tras 50
horas de incubacion, visualizada en un microscopio de contraste de fases a 400X.

Para conocer si el efecto del NaCl a 26°C se acentuaba a medida que se elevaba la
temperatura, o por el contrario, se mantenfa constante, se realizaron ensayos de respuesta a
estrés salino a 26, 30 y 35°C. Para ello se sembraron 1x10° células, que procedian de los
cultivos en fase exponencial en YEPD a 26°C, de las cepas mutante TD28mj103 y silvestre
TD28 en el medio s6lido YEPD suplementado con 0,5, 1 y 1,5 M de NaCl. La incubacién
se realizd durante 74 horas, observandose un menor crecimiento a medida que se elevaba la
concentracién salina. Este efecto ya se habia observado previamente en los experimentos
en medio liquido, pero en este caso ninguna de las cepas estudiadas fue capaz de crecer en
presencia de NaCl 1,5 M (tabla 21), a diferencia de lo ocurrido en medio liguido (figura
34). En este experimento no se pudo apreciar un efecto significativo en cuanto al
incremento de la temperatura, ya que aunque el crecimiento disminuia a 0,5 M de NaCl a
30°C respecto al mostrado a 26°C, esta disminucidn no existia a I M (tabla 21).
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Tabla 21: Crecimiento de la cepa mutante TD28mj103 y silvestre TD28 en medio s6lido
suplementado con NaCl y a diferentes temperaturas.

T? incubacién | Estirpe celular Concentracién de NaCl en el medio YEPD
sin NaCl 0,5M 10M | 15M
26°C TD28m;j103 5+ 4+ 1+ | ;
TD28 5+ 4+ 3+ -
30°C TD28m;j103 5+ 3+ 1+ -
TD23 5+ 4+ 3+ -
35°C TD28m;)103 - - - -
TD28 5+ 4+ 3+ -

El crecimiento fue valorado de una manera semicuantitativa, atribuyendo el valor 5+ al crecimiento mostrado
por la cepa silvestre en condiciones 6ptimas (sin NaCl a 26°C). Para cuantificar el crecimiento de ambas
cepas en el resto de las condiciones se realizd una comparacion con la anterior y se atribuyeron los valores
4+, 3+, 2+ y 1+ a medida que el crecimiento fue menor. El signo - indica ausencia de crecimiento.

- Sensibilidad al estrés osmadtico.

Con el objetivo de comprobar si €l mutante era también sensible a un incremento de
la osmolaridad del medio de cultivo, se analizé su comportamiento de manera comparativa
con el de la cepa silvestre TD28 en medio YEPD sélido y liquido, suplementado con
diferentes concentraciones de sorbitol. El estudio del comportamiento en medio liquido se
realizé6 de manera similar al llevado a cabo en la valoracidén de la sensibilidad al estrés
salino, utilizando medios de cultivo suplementados con sorbitol 1, 1,5 y 2 M. Las alicuotas
tomadas en diferentes momentos del cultivo fueron analizadas mediante la determinacion
de su crecimiento (Asoonm) ¥ €l estudio de su morfologia al microscopio 6ptico. Los
resultados mostraron una disminucion del crecimiento de las dos cepas a medida que se
incrementaba la osmolaridad del medio (figura 49), sin detectar diferencias significativas
entre ambas. Asimismo, tampoco se observaron diferencias en la morfologia de ambas
estirpes en ninguna de los medios de cultivo empleados.

18
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-- & --TD28

~—#— M Sorbitol TD28mj103

- - 4 - - 1M Sorbitol TD28
«=——dr—1.5M Sorbitol TD28m;j103
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Figura 49: Sensibilidad de las cepas mutante TD28mj103 y silvestre TD28 al estrés osmético. 1x10°
células de la cepa mutante TD28mj103 y de la cepa siivestre TD28 procedentes de cultivos en fase
exponencial en YEPD a 26°C, fueron sembradas en matraces con medio liquido YEPD y en medio liquido
YEPD suplementado con 1, 1,5 y 2 M de sorbitol. Los cultivos se incubaron a 26°C, y su crecimiento fue
determinado por la absorbancia a 600 nm de diferentes alicuotas tomadas a lo largo del ensayo.
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Para conocer si el comportamiento del mutante en situaciones de estrés osmético
seguia siendo similar al del silvestre con independencia de la temperatura de incubacion, se
realizaron ensayos a 26, 30 y 35°C. En estos ensayos se evalué el crecimiento de 1x10°
c€lulas, que procedian de cultivos en fase exponencial en YEPD a 26°C, de las cepas
mutante TD28mj103 y silvestre TD28, en el medio YEPD sélido suplementado con
sorbitol 0,6 y 1,2 M. La incubacion se realizé a las temperaturas indicadas durante 74
horas. Los resultados obtenidos confirmaron que el comportamiento del mutante era igual
al del silvestre tanto a 26 como a 30°C en presencia de diferentes concentraciones de
sorbitol (tabla 22). Ademds este experimento permitié confirmar los resultados obtenidos
en medio liquido, ya que la disminucion del crecimiento en el medio suplementado con
sorbitol 1,2 M a 26°C y a 30°C ocurrid de modo similar en las dos cepas.

Tabla 22: Crecimiento de la cepa mutante TD28mj103 y silvestre TD28 en medio sélido
suplementado con diferentes concentraciones de sorbitol y a diferentes temperaturas.

T incubacién | Estirpe celular | Concentracién de sorbitol en el medio YEPD
Sin sorbitol 0,6 M 1,2M

26°C TD28mj103 +++ A+ ++
TD28 +4+ +++ ++

30°C TD28m;103 +++ +++ ++
TD28 +++ +++ ++

35°C TD28mj103 - - -
TD28 + ++ ++

El crecimiento fue valorado de una manera semicuantitativa, atribuyende el valor +++ al crecimiento
mostrado por la cepa silvestre en condiciones dptimas (sin sorbitol a 26°C). Para cuantificar el crecimiento de
ambas cepas en el resto de las condiciones se realizé una comparacion con la anterior v se atribuyeron los
valores ++ y + a medida que el crecimiento fue menor. El signo - indica ausencia de crecimiento.

- Sensibilidad al ayuno de nitrégeno

Para conocer si la proteina Ypl007cp era una de las proteinas que permitian la
supervivencia celular durante una incubacién prolongada en un medio de cultivo deficiente
en nitrogeno, se realizaron estudios orientados a caracterizar el crecimiento y la viabilidad
de la cepa TD28mj103 en esta situacién. Los matraces con medio liquido YNB-N fueron
inoculados con cultivos en fase exponencial en YEPD a 26°C del mutante TD28mj103 y
del silvestre TD28, de manera que la absorbancia a 600 nm fuera de 0,1. Los matraces se
incubaron a 26°C durante 192 horas. Los resultados obtenidos en este ensayo mostraron
una viabilidad celular similar en las dos cepas (figura 50 panel 1), y no se observaron
diferencias morfologicas significativas entre ellas (figura 50 panel 2). Asi, parecia probable
que el mutante no tuviera alterados los mecanismos que permiten la supervivencia celular
en condiciones de ayuno de nitrogeno.

- Sensibilidad al ayuno de carbono

De modo similar al estudio anterior, se analizé ¢l comportamiento de las cepas
mutante TD28m;j103 y silvestre TD28 en un medio liquido deficiente en carbono YNB-C.
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También en estas condiciones la viabilidad de las dos cepas se mantuvo similar a lo largo
de todo el experimento (figura 50 panel 1), asi como su morfologia (figura 50 panel 2),.
Ambas observaciones parecian indicar que los mecanismos de respuesta a este tipo de

estrés no estaban alterados.
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Figura 50: Sensibilidad de las cepas mutante TD28mj103 y silvestre TD28 al ayuno de nitrégeno y de
carbono. Panel 1: (A) Compertamiento de la cepa mutante TD28mj103 en un medio deficiente de nitrdgeno.
(B) Comportamiente de la cepa silvestre TD28 en un medio deficiente de nitrégeno. (C) Comportamiento de
la cepa mutante ‘TD28mjl103 en un medio deficiente de carbono. (B) Comportamiento de la cepa silvestre
TD28 en un medio deficiente de carbono. 1x10° células de la cepa mutante TD28mj103 y de la cepa silvestre
TD28, procedentes de cultivos en fase exponencial en YEPD a 26°C, fueron sembradas en matraces con
medio liquide YNB-N (carente de nitrégeno) y YNB-C (carente de carbono). L.os cultivos se incubaron a
26°C y su crecimiento fue determinado por la absorbancia a 600 nm de las diferentes alicuotas tomadas a lo
largo del ensayo. La viabilidad fue calculada mediante el recuento de colonias en el medio YEPD a 26°C.
Panel 2: (A) TD28mj103 en YNB-N. (B) TD28 en YNB-N. (C) TD28m;j103 en YNB-C. (D) TD28 en YNB-
C. La figura muestra la morfologia celular tras 96 horas de incubacidn, visualizada en un microscopio de
contraste de fases a 400X,
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- Viabilidad en fase estacionaria.

Para conocer la posible implicacién de la proteina Ypl007cp en el mantenimiento de la
viabilidad celular durante la fase estacionaria, se realizo el cultivo de la cepa mutante
TD28m;j103 y la silvestre TD28 en medio liquido YEPD a 26°C durante 15 dias. Al cabo
de este tiempo se determiné el numero de células viables mediante el recuento de colonias
crecidas en YEPD a 26°C. Los resultados mostraron la existencia de un nimero similar de
células viables para ambas estirpes, por lo que los mecanismos del mutante TD28m;103
implicados en el mantenimiento de la viabilidad celular en fase estacionaria no parecian
estar alteradas.

13.2.2.8. Comportamiento en presencia de diferentes compuestos

Con el objetivo de obtener mayor informacién sobre los procesos metabélicos
alterados como consecuencia de la mutaciéon N148Y en la proteina Ypl007cp, se analizo el
comportamiento del mutante en presencia de diferentes compuestos que suplementaban el
medio de cultivo. Se intentaron detectar modificaciones del comportamiento habitual de Ias
cepas en estas condiciones, que permitieran indicar una alteracién en un proceso
metabélico determinado. Los experimentos fueron realizados a la temperatura permisiva de
26°C y a la temperatura restrictiva de 37°C. Los resultados obtenidos a 26°C aportaron una
informacién orientativa sobre las alteraciones metabélicas originadas como consecuencia
de la mutacion, ya que a esta temperatura el mutante mostraba un cierto grado de expresion
de la mutacién, como un crecimiento mas lento que el silvestre y un incremento de la
poblacion con contenido n en DNA (figura 40). Por otro lado, también se empled la
temperatura de 37°C para conocer si la adicién de algunos compuestos al medio de cultivo
podia restaurar el crecimiento del mutante TD28m;j103 a esta temperatura limitante.

- Crecimiento en presencia de un aporte exégeno de cAMP

Para investigar la posible alteracion de la sintesis del cAMP como consecuencia de la
mutacion, se analizé el comportamiento del mutante TD28mjl103 en medios de cultivo
suplementados con este compuesto. El cAMP actia como segundo mensajero en la
transmision de diferentes sefiales, como por ejemplo en la via Ras/cAMP (Thevelein,
1994). Por este motivo su carencia podria provocar alteraciones en numerosas rutas
metabdlicas necesarias para la proliferacion y viabilidad celular.

Las células mutantes de S. cerevisiae incapaces de sintetizar cAMP, pueden elevar sus
concentraciones intracelulares cuando son cultivadas en medios suplementados por este
compuesto (Baroni et al 1992; Baroni et al, 1994). Por este motivo se investigo el
comportamiento del mutante TD28mjl03 en medios de cultivo liquidos de YEPD
suplementados con concentraciones de cAMP 1, 3 y 5 mM, a 26 y a 37°C. Los matraces
fueron inoculados a una absorbancia a 600 nm de 0,1 con cultivos de la cepa mutante
TD28mj103 y de la silvestre TD28 en fase exponencial en YEPD a 26°C. En unos casos el
suplemento de cAMP fue afiadido inmediatamente antes de someter a los cultivos a la
temperatura restrictiva, mientras que en otros casos, la adicion de cAMP se realizé a los
cultivos incubados durante un tiempo a 37°C y una vez que el cultivo se habia detenido. En
ninguno de los experimentos realizados fue posible detectar diferencias en el
comportamiento de la cepa mutante en presencia de cAMP con respecto al mostrado en los
medios sin dicho suplemento.
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- Crecimiento en presencia de cafeina

Para conocer si el mutante TD28mj103 poseia una modificacién de la sensibilidad a la
cafeina, se analizé su comportamiento en presencia de diferentes concentraciones de este
compuesto. El incremento de la sensibilidad a cafeina ha sido frecuentemente asociado a
alteraciones en la ruta de las MAP quinasas (Hampsey, 1997).

El experimento se realizé mediante la siembra en forma de botén de 1x10° células del
mutante TD28m;j103 y de 1x10° células de la cepa silvestre TD28 en los medios s6lidos
YEPD y YED suplementados con cafeina 5, 15 y 25 mM. Las células sembradas procedian
de un cultivo en fase exponencial en YEPD a 26°C. La incubacién se realiz6 durante cinco
dias a 26°C y los resultados obtenidos fueron similares en ambas cepas, siendo capaces de
crecer unicamente en los medios con cafeina 5y 15 mM.

- Crecimiento en presencia de ergosterol

Para conocer si el mutante TD28mjl03 presentaba alguna alteracién metabdlica
relacionada con el metabolismo del ergosterol, se analizo su comportamiento en medios de
cultivo suplementados con este compuesto. El ergosterol es uno de los componentes
mayoritarios de la membrana plasmitica y de la membrana interna mitocondrial de
levaduras, por lo que un defecto en su biosintesis provoca alteraciones en el crecimiento y
en la morfologia celular (Vanden Bossche, 1985).

Las células mutantes de S. cerevisiae incapaces de sintetizar ergosterol, pueden
adquirirlo del medio de cultivo (Youings y Rose, 1989; Lorenz et al., 1989). Por este
motivo se analizo el comportamiento del mutante TD28m;j103 y de la cepa silvestre TD28
sobre los medios de cultivo sélidos YEPD suplementados con 1 mg/ml de ergosterol
disueltos en etanol. Como control del medio de cultivo utilizado se empleé un medio
YEPD que poseia la misma cantidad de etanol que las placas suplementadas con ergosterol.
Se sembraron 1x10% células procedentes de cultivos en fase exponencial en YEPD a 26°C,
y se incubaron a 26 y a 37°C durante 72 horas. Los resultados obtenidos mostraron que la
cepa mutante mantenia su fenotipo termosensible en presencia de ergosterol, por lo que no
parecia probable que una alteracién en el metabolismo de este compuesto fuera el
responsable del fenotipo termosensible de TD28m;j103.

- Crecimiento en presencia de etanol

Con el objetivo de verificar si el mutante TD28mj103 presentaba una mayor
sensibilidad a etanol, como parecian indicar los ensayos realizados en medios s¢lidos con
diferentes fuentes de carbono comentados anteriormente (figura 44), se evalué su
comportamiento en medio liquido en presencia de este alcohol. El etanol produce un dafio
oxidativo en la célula, por lo que mutantes alterados en los mecanismos de compensacién
de este efecto son mds sensibles a este compuesto (Costa et al., 1993). También es capaz
de romper los enlaces de puentes de hidrégeno que mantienen la estructura tridimensional
activa de numerosas proteinas, por lo que las células con mutaciones que alteran la
estabilidad de algunas proteinas son también mas sensibles (Hampsey, 1997). Ademas
algunos mutantes alterados en la composicion de la membrana plasmatica también poseen
una sensibilidad incrementada frente a este alcohol (Alexandre, 1994).

El ensayo se realizo mediante la siembra de 1x10° células del mutante TD28mj103 y
de la cepa silvestre TD28, procedentes de cultivos en fase exponencial a 26°C, en placas
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multipocillo con medio YEPD suplementado con etanol en concentraciones que oscilaban
desde 0,01% a 16% (v/v). Las temperaturas de incubacidn utilizadas en el experimento
fueron 26°C, que es la temperatura permisiva, y 30°C, que es la temperatura a la cual se
habia observado una sensibilidad al 2% etanol en el ensayo en medio s6lido (figura 44). La
incubacién se realizd durante 48 horas y los resultados obtenidos (figura 51) corroboraron
que el mutante tenia una mayor sensibilidad a etanol que el silvestre. Asi TD28m;j103 fue
sensible al 4% de etanol a 26°C y al 1% de etanol a 30°C, a diferencia de la cepa silvestre
cuyo crecimiento fue inhibido por 16% de etanol a ambas temperaturas.

M D28 W D28

B TD28mj103

A 600 nm
A 600nm

B T28mjl03,

{ % etanol % etanol

Figura 51: Sensibilidad a etanol de la cepa mutante TD28mj103 y cepa silvestre TD28 en medio liquido.
El estudio de sensibilidad a etanol fue realizado a 26°C (A) y a 30°C (B).

- Crecimiento en presencia de compuestos que alteran la membrana plasmatica

Para conocer si el mutante TD28mj103 presentaba alteraciones en la membrana
plasmatica que justificaran la sensibilidad a etanol y la distribucién anormal de quitina, que
como se explicara mas adelante habia sido observada mediante tincién con blanco
calcoflior, se estudio su sensibilidad a compuestos antifingicos que actian a este nivel. La
anfotericina B interacciona directamente con la membrana formando unos poros que
provocan la pérdida de la funcionalidad de la membrana, y el miconazol inhibe la
biosintesis del ergosterol originando el mismo efecto (Georgopapadakou, 1996).

El ensayo se realizé en placas multipocillo con el medio liquido YEPD y anfotericina
B o miconazol en concentraciones de 0,002 a 5 pg/ml. Se sembraron 1x10° células del
mutante TD28mjl03 y de la cepa silvestre TD28, procedentes de cultivos en fase
exponencial a 26°C, y se incubaron a 26 y a 30°C durante 48 horas. Los resultados
obtenidos (figura 52) mostraron una sensibilidad similar a 26°C de ambas cepas a los
antifitngicos ensayados. A 30°C el crecimiento del mutante fue inferior al del silvestre,
especialmente en presencia de miconazol (figura 52).
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Figura 52: Sensibilidad a anfotericina B y miconazol de la cepa mutante TD28mj103 y cepa
silvestre TD28 en medio liquido. La sensibilidad a anfotericina B fue evaluada a 26 (A) y a 30°C (B). La
sensibilidad a miconazol fue evaluada a 26(C) y a 30°C (D)

13.3.2.9. Estudio del potencial de membrana mitocondrial

Dado que los resultados anteriores parecian indicar una alteracién a nivel de membrana
en el mutante, se tratd de evaluar la funcionalidad de la membrana mitocondrial mediante
la técnica de citometria de flujo, tanto en condiciones permisivas como restrictivas. Para
ello se inocularon matraces con cultivos exponenciales en YEPD a 26°C de la cepa mutante
TD28m;j103 y la cepa silvestre TD28, de modo que la absorbancia a 600 nm fuera de 0,1.
Las cepas se incubaron durante 48 horas en medio YEPD a 26 y a 37°C, tomando diversas
alicuotas durante el ensayo y procesandolas convenientemente para que fuera posible
determinar el potencial de la membrana mitocondrial y la viabilidad celular (materiales y
métodos). Los resultados obtenidos mostraron una marcada disminucién de la sefial
emitida por la rodamina 123 en las células mutantes incubadas a 37°C, con respecto a la
cepa silvestre incubada en las mismas condiciones (figura 53). Este fluorocromo evaluaba
el potencial de la membrana mitocondrial, y la disminucién de la intensidad de su sefial en
las células mutantes no se produjo como consecuencia de una muerte celular, como pudo
determinarse mediante la cuantificacion de las células tefiidas con yoduro de propidio. Por
otra parte, a 26°C no se detectaron diferencias significativas entre ambas cepas.
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Figura 53: Determinacion del potencial de membrana mitocondrial de la cepa mutante TD28mj103 y de
la silvestre TD28, analizado mediante citometria de flujo. (A) Viabilidad celular. (B) Potencial de membrana
mitocondrial. 1x10° células de la cepa mutante TD28mj103 y de la cepa silvestre TD28, procedentes de
cultivos en fase exponencial en YEPD a 26°C, fueron sembradas en matraces con medio liquido YEPD e
incubadas a 26 y a 37°C. Las alicuotas tomadas en diferentes momentos del ensayo fueron tefiidas con yoduro
de propidio y tratadas con rodamina 123, para analizar mediante citometria de flujo su viabilidad y su
potencial de membrana mitocondrial interna. En la figura se muestran los resultados obtenidos del estudio de
las células tras 2 y 20 horas de incubacién a 37°C. Las gréficas de viabilidad representan en el eje X la
intensidad de la sefial del yoduro de propidio y en el eje Y el nimero de células, distinguiéndose una
poblacién mayoritaria viable que corresponde al primer pico y una poblacién minoritaria, correspondiente al
segundo pico, que aparece a las 20 horas de células muertas. Las graficas que muestran el potencial de
membrana mitocondrial de la cepa mutante TD28m;j103 (area blanca) y de la cepa silvestre TD28 (area azul)
representan en el eje X la intensidad de la sefial de la rodamina 123 y en el eje Y el numero de células. Cada

muestra estaba constituida por 10* células.
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13.3.2.10. Estudio del contenido de proteinas y de lipidos

Con el objetivo de investigar si la mutacién termosensible del mutante provocaba una
modificacién en los procesos biosintéticos de proteinas y de lipidos, se realizé una
determinacién mediante citometria de flujo de los niveles de ambos compuestos en la cepa
mutante TD28mj103 y en la cepa silvestre TD28 a 26 y a 37°C. El ensayo se realiz6 como
se ha comentado anteriormente para el analisis del potencial de membrana mitocondrial,
utilizando en este caso los fluorocromos FITC y rojo nilo para determinar los niveles de
proteinas y de lipidos respectivamente. Los resultados obtenidos mostraron niveles
similares de ambos compuestos en las dos cepas tanto a 26°C como a 37°C, por lo que la
termosensibilidad del mutante no parecia ser debida a una alteracion significativa en
ninguno de estos procesos.

13.3.2.11. Estudio de la actividad peroxidasa y superéxido dismutasa

Con la finalidad de conocer si la termosensibilidad de la cepa TD28mjl103 era
provocada como consecuencia de una alteracion en alguno de los mecanismos de
eliminacién de los compuestos y radicales oxidantes generados en el metabolismo celular,
se analizé la actividad de dos de las enzimas implicadas en este proceso. Los estudios se
realizaron mediante citometria de flujo de la manera comentada con anterioridad,
determinando la actividad de la peroxidasa citoplasmatica y de la superdoxido dismutasa
mitocondrial, con los fluorocromos DCFH e hidroetidio respectivamente. Los resultados
mostraron una actividad similar de ambas enzimas en Ia cepa mutante y en la cepa silvestre
en todas las condiciones analizadas, por lo que no parecia probable que la
termosensibilidad del mutante fuera provocada por un dafio oxidativo del H,O; 6 de los
radicales O,

13.3.2.12. Estudio morfolégico y estructural

Para intentar detectar las posibles alteraciones morfoldgicas y estructurales provocadas
por la mutacién N148Y, que pudieran aportar alguna informacién sobre los procesos
modificados, se realizaron diversos estudios de la cepa mutante TD28mj103 y de la cepa
silvestre TD28, mediante diferentes técnicas microscopicas.

- Caracterizacion de la morfologia celular externa

Para conocer si dicha mutacién provocaba una modificacién de la morfologia externa
de la cepa TD28mj103, se analizé el aspecto mostrado por cultivos en medio liquido
YEPD a 26 y a 37°C durante 24 horas, comparando las caracteristicas observadas con las
de la cepa silvestre TD28 cultivada en idénticas condiciones. El andlisis morfologico se
realizd mediante microscopia optica y microscopia electrénica de barrido. La informacién
obtenida mediante microscopia éptica fue suficiente para confirmar que las células
mutantes eran mas redondeadas que la silvestre, tanto a 26 como a 37°C, coincidiendo con
las observaciones realizadas en los primeros estudios de caracterizacion fenotipica del
mutante y que han sido comentados con anterioridad en este trabajo (figura 41). La
microscopia electrénica de barrido confirmé esta observacion en las células analizadas
(figura 54), que habian sido congeladas en nitrégeno liquido y procesadas para que
mantuvieran intacta su estructura celular, técnica de crioscanning (materiales y métodos).
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Por otra parte. la obscrvacion de la superficie de la pared celular mediante este tipo de
microscopia no permitié detectar diferencias entre ambas cepas.

Figura 54: Estudio morfolégico mediante microscopia electrénica de barrido, de la cepa mutante
TD28mjl103 y de la silvestre TD28, durante su crecimiento en el medio liquido en YEPD a 26 y a 37°C.

(A) TD28mj103 a 26°C. (B) TD28mj103 a 37°C. (C) TD28 a 26°C. (D) TD28 a 37°C. 1x10° células de
ambas cepas procedentes de cultivos en fase exponencial en YEPD a 26°C, fueron sembradas en matraces
con medio liquido YEPD e incubadas a 26 y a 37°C. Las alicuotas tomadas por duplicado en diferentes
momentos del ensayo, se congelaron en nitrégeno liquido y se procesaron adecuadamente para que
mantuvieran intacta su estructura celular (técnica de crioscanning). Una de las muestras congeladas de cada
alicuota fue sometida a un proceso de fractura, para la visualizacion del interior celular. Las fotografias A, C
y D corresponden a células incubadas durante 10 horas y procesadas sin ser fracturadas. La figura B muestra
la morfologia de células incubadas durante 10 horas y que fueron fracturadas después de ser congeladas. Las
barras de escala representan 2 um.
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- Distribucién y cuantificacién de la quitina

La observacion de una morfologia mas redondeada de las células mutantes sugiri6 la
posibilidad de que alguno de los componentes estructurales de la pared celular estuviera
alterado. Por este motivo se analizaron comparativamente las cantidades de quitina que
poseian la cepa TD28mj103 ylaTD28 a 26y a 37°C, asi como su distribucién en la pared
celular. El ensayo se realizo mediante el cultivo de ambas cepas durante 24 horas en
matraces con medio YEPD, que habian sido inoculados a una absorbancia a 600 nm de 0,1
con un cultivo en fase exponencial en YEPD a 26°C. La tincién de las células con blanco
calcoflior se realizé en diferentes momentos de la incubacién y su visualizacion al
microscopio éptico bajo iluminacién con luz ultravioleta, permiti6 la deteccién de unos
acimulos puntuales de forma redondeada con intensa fluorescencia, distribuidos
irregularmente (figura 55). Estos acimulos aparecieron unicamente en la cepa TD28m;j103
después de 24 horas de incubacién a 37°C y el material que originaba estos acumulos fue
considerado quitina. Esta modificacion de la distribucién del polimero podia estar
relacionada con los cambios observados en la morfologia externa del mutante, y ademas ser
la consecuencia directa o indirecta de la pérdida de la funcionalidad de la proteina
Ypl0O7cp.

A continuacién se intenté determinar si los acimulos observados correspondian a un
incremento de la cantidad de quitina en los mutantes, o se producian como consecuencia de
una alteracién en su distribucion. Para ello se realizé una cuantificacion de la quitina
presente en la cepa mutante TD28mj103 y de la cepa silvestre TD28 durante su crecimiento
en medio liquido YEPD mediante la técnica de citometria de flyjo. Ambas cepas fueron
cultivadas durante 24 horas a 26 y a 37°C, en matraces inoculados a una absorbancia a 600
nm de 0,1 con un cultivo en fase exponencial en YEPD a 26°C. Las alicuotas tomadas en
diferentes momentos del ensayo fueron tefiidas con blanco calcoflior para posteriormente
realizar una cuantificacion de la sefial fluorescente emitida. Los resultados obtenidos no
permitieron detectar diferencias entre ambas cepas cuando habian sido incubadas a 26°C.
Sin embargo la cepa mutante incubada durante 24 horas a 37°C, que tenia los acumulos
anteriormente descritos, presentd una sefial fluorescente ligeramente superior a la de la
cepa silvestre incubada en las mismas condiciones. Esta diferencia fue tan pequefia que no
permitié confirmar que los acumulos observados fueran la consecuencia de un incremento
de la sintesis de quitina, sino que parecian ser originados como consecuencia de una
alteracion en su distribucion.

- Caracterizacion de la morfologia celular interna

Para conocer si la mutacién N148Y provocaba modificaciones en la estructura de la
pared celular, en la membrana plasmética o en alguno de los organulos intracelulares, se
realizd un estudio morfologico utilizando diferentes técnicas microscopicas. Las células
analizadas procedian del cultivo de la cepa mutante TD28mjl103 y de la cepa silvestre
TD28 durante 24 horas en medio liquido YEPD a 26 y a 37°C, en matraces que habian sido
inoculados a una absorbancia a 600 nm de 0,1 con un cultivo en fase exponencial en YEPD
a 26°C. Las alicuotas tomadas durante el ensayo fueron procesadas convenientemente para
que pudieran ser visualizadas por microscopia electronica de barrido y de transmisién. En
el primer caso fue necesario fracturar las células para poder visualizar su membrana y otras
estructuras intracelulares (técnica de crioscanning, ver materiales y métodos). En el
segundo caso las muestras fueron procesadas de dos maneras diferentes dependiendo de las
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Figura 55: Tincién con blanco calcofluor de la cepa mutante TD28mj103 y de la cepa silvestre TD28.
(A) TD28mj103 a 26°C. (B, C, D, E) TD28mj103 a 37°C. (F) TD28 a 26°C. (G) TD28 a 37°C. 1x10° células
de la cepa mutante TD28m;j103 y de la cepa silvestre TD28, procedentes de cultivos en fase exponencial en
YEPD a 26°C, fueron sembradas en matraces con medio liquido YEPD e incubadas a 26 y a 37°C. Las
alicuotas tomadas en diferentes momentos del ensayo se tifieron con blanco calcoflior. La figura muestra la
morfologia de las células tras 24 horas de cultivo, visualizada en un microscopio éptico bajo iluminacion con
luz ultravioleta.
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estructruras que se querian analizar. Asi por un lado, fueron fijadas con permanganato
potasico (ver materiales y métodos) para analizar la estructura de los organulos
intracelulares, su membrana plasmatica y su pared celular. Por otro lado, y para analizar
con detalle el aspecto de la membrana plasmética, se realizd el procesamiento de las
muestras segiin la técnica de criofractura (freeze-etching, ver materiales y métodos).

La observacién mediante microscopia de barrido de las células que habian sido
previamente fracturadas, no permitié detectar diferencias significativas entre la cepa
TD28mj103 y la TD28. Sin embargo, el analisis de las muestras mediante microscopia
electronica de transmisién, permitio la observacion de un engrosamiento de la pared celular
de las células mutantes incubadas a 37°C durante 24 horas (figura 56). Finalmente el
aspecto de las membranas plasmaticas de las células mutantes y silvestres sometidas al
proceso de criofractura fue similar, sin mostrar cambios ni en el nimero ni en la
distribucién de las particulas proteicas caracteristicas (figura 57 y 38). '

13.3.2.13. Biisqueda de genes supresores de la mutacién termosensible

Otra de las aproximaciones empleadas para obtener informacion sobre la funcionalidad
de la proteina Ypl007cp, consistié en la blisqueda de otras proteinas que pudieran suprimir
la termosensibilidad del mutante TD28mj103. Para ello se transformé este mutante con la
genoteca genémica ATCC 37323 clonada en el vector episémico Yepl3 (tabla 4), y se
analizaron 10 de los clones transformantes capaces de crecer a 37°C. En todos ellos se
identificé el gen YPLOO7C como responsable de la complementacién fenotipica, sin
permitir la identificacion de ningun gen supresor de esta mutacion.

13.3.2.14. Produccién de la proteina de fusion CLTYA-Ypl007cp en S. cerevisiae y E.
coli

Finalmente se abordé de forma preliminar la expresion y purificacion de la proteina
YploO7cp en E. coli y en S. cerevisiae de modo andlogo al realizado para la expresion de la
proteina Mpslp, que ha sido comentado anteriormente. Asi se cloné el gen YPLOO7C en
los vectores pT7C v YEpPGKC generando los pladsmidos pT7CYPL y YEpPGKCYPL
(tabla 6), respectivamente. La expresion de las fusiones génicas se realizé en la cepa de de
E. coli BL21{DE3)plysS y en la de S. cerevisize TD28. La figura 59 muestra el analisis
mediante Western blot de la expresion de esta fusién en ambos microorganismos.
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Figura 56: Estudio morfologico mediante microscopia electronica de transmision de la cepa mutante
TD28mj103 v de la silvestre TD28, durante su crecimiento en medio liquido YEPD a 26 y a 37"C.

(A) TD28mj103 a 26°C. (B) TD28 a 26°C. (C) TD28mj103 a 37°C. (D) TD28 a 37°C. 1x10" células de la
cepa mutante TD28mj103 v de la cepa silvestre TD28, procedentes de cultivos en fase exponencial ecn YEPD
a 26°C. fucron sembradas en matraces con medio liquido YEPD e incubadas a 26 y a 37°C. Las alicuotas
tomadas en diferentes momentos del ensayo fucron fijadas con permanganato potdsico y procesadas
adecuadamente para ser visualizadas mediante microscopia electronica de transmisidn. La figura muestra la
morfologia de las células tras 24 horas de incubacion.
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Figura 57: Estudio morfologico mediante microscopia electronica de transmision de la membrana
plasmitica de la cepa mutante TD28mj103 y de la silvestre TD28, durante su crecimiento en medio
liquido YEPD a 26°C.

(A ) Cara de fractura protoplasmica y (B) cara de fractura exoplasmica, de la membrana plasmatica de
TD28mjl103. (C) Cara de fractura protoplasmica y (D) cara de fractura exopldasmica de TD28. [x10° células
de la cepa mutante TD28mj103 v de la cepa silvestre TD28, procedentes de cultivos en fase exponencial en
YEPD a 26°C, fueron sembradas en matraces con medio liquido YEPD ¢ incubadas a 26°C. Las alicuotas
tomadas en diferentes momentos del ensayo fueron fijadas con paraformaldehido al 5.7 %, vy procesadas
adecuadamente para ser sometidas a un proceso de criofractura y elaboracion de la réplica de la superficie
fracturada (freeze-etching). Las flechas indican la direccion de sombreado.
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Figura 58: Estudio morfologico mediante microscopia electronica de transmision de la membrana
plasmaitica de la cepa mutante TD28mj103 y de la silvestre TD28, durante su crecimiento en medio
liquido YEPD a 37°C.

(A ) Cara de fractura protoplasmica v (B) cara de fractura exoplasmica, de la membrana plasmatica de
TD28mj103. (C) Cara de fractura protopldsmica y (D) cara de fractura exoplasmica de TD28. 1x10° células
de la cepa mutante TD28mjl103 y de la cepa silvestre TD28, procedentes de cultivos en fase exponencial en
YEPD a 26°C, fucron sembradas en matraces con medio liquido YEPD ¢ incubadas a 37°C. Se tomaron
muestras en diferentes momentos del ensayo y se trataron como se indica en la figura 57 . Las flechas
indican la direccion de sombreado.
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Figura 59: Analisis mediante Western blot de la produccién de la proteina de fusion C-LYTA-Ypl007cp en
E. coliy en S cerevisiae. Muestras equivalentes de extractos celulares obtenidos a partir de cultivos de E.
coli (panel 1) y S. cerevisiae (panel 2) se fraccionaron en un gel de poliacrilamida del 10%, se transfirieron a
nitrocelulosa y revelaron con anticuerpos policlonales frente al dominio C-LYTA. Las flechas indican la
localizacién de la proteina de fusion de 83 kD. Panel 1: Carriles 1 y 2: controles negativos (E. coli
transformado con pT7-3 crecido en medio M9 y LB respectivamente). Carril 3: control positivo (E. coli
transformado con pT7C crecido en M9). Carriles 4 y 5: E. coli trasnformado con pT7CYPL crecido en M9 y
LB, respectivamente, tras 150 min de la induccién con IPTG. Carriles 6 y 7: dos clones de E. coli
transformado con pT7CYPL crecido en M9 tras 240 min de la induccion con IPTG. Carriles 8 y 9: dos clones
de E. ¢oli trasnformado con pT7CYPL crecido en LB tras 240 min de la induccién con IPTG. Panel 2: Carril
1: control negativo (S. cerevisiae transformado con el vector YEpPGK2). Carril 2: control positivo (S.
cerevisiae transformado con el vector YEpPGKC). Carril 3: S. cerevisige transformado con el vector de
expresion YEpPGKCYPL. En todos los casos las muestras procedian de cultivos en YEPD a 28°C en fase
exponencial, inoculados a partir de cultivos exponenciales en medio selectivo.
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V. DISCUSION

BUSQUEDA DE NUEVAS DIANAS ANTIFUNGICAS MEDIANTE EL ESTUDIO
DE MUTANTES CONDICIONALES

El reciente incremento de las infecciones fungicas como resultado de una mayor
aplicacién de las practicas médicas de caricter invasivo, y el aumento de la poblacién que
padece alteraciones en el sistema inmunitario (Fridkin y Jarvis, 1996), junto con la
aparicion de cepas resistentes a los antifingicos disponibles en el mercado (Odds, 1993;
Odds, 1996), ha puesto de manifiesto la necesidad de buscar alternativas para el
tratamiento de las infecciones provocadas por hongos (Hay, 1993; Graybill, 1996). Por este
motivo, los laboratorios farmacéuticos han desarrollado diversas aproximaciones para
tratar de solventar el problema. Asi, han modificado los farmacos disponibles en el
mercado para generar nuevos derivados quimicos con mayor actividad antifingica, mejores
caracteristicas farmacocinéticas y menor toxicidad, que han permitido tratar con éxito
algunas infecciones sistémicas cuya mortalidad habia sido tradicionalmente clevada (Walsh
et al., 1996). Asimismo, intentan incrementar la actividad fungicida de los antifingicos
comercializados mediante su uso conjunto, y tratan de mejorar el sistema inmunitario del
paciente utilizando substancias como las citoquinas humanas recombinantes. Sin embargo,
los mayores esfuerzos en la actualidad consisten en el descubrimiento de farmacos nuevos
mas potentes mediante la utilizacién de diferentes estrategias (Georgopapadakou y Walsh,
1996).

E] presente trabajo ha tenido como objetivo la identificacién de proteinas de S.
cerevisige que pudieran constituir nuevas dianas antifingicas. Para ello se han buscado
proteinas que cumplieran unos requisitos deseables para ser utilizadas como dianas
(Kerridge y Vanden Bossche, 1990). Asi se han considerado de mayor interés las proteinas
esenciales de S. cerevisiae, que no tuvieran homdlogos en humanos y que estuvieran
conservadas en diferentes especies de hongos patdgenos. De este modo se trataba de evitar
posibles efectos secundarios provocados por la inhibicién inespecifica de alguna proteina
humana junto a la proteina fungica, asi como incrementar ¢l espectro de accién de las
substancias capaces de bloquear la diana. También se ha considerado que las proteinas
localizadas en la zona mas externa de la célula fungica, como pared y membrana
plasmatica, podrian ser mas facilmente accesibles a los compuestos inhibitorios, por lo que
resultaban especialmente atractivas como dianas. Ademds, estas proteinas debian permitir
el disefio de ensayos automatizables para analizar ]a posible actividad inhibitoria de un
elevado numero de muestras.

El desarrollo de este trabajo ha estado condicionando por la dindmica propia de la
empresa SmithKline Beecham en la que ha sido realizado. La competencia entre las
diferentes industrias farmacéuticas genera una necesidad de obtener resultados de una
manera ripida, y determina por tanto, el modo en que son llevados a cabo los trabajos de
investigacion.

En el momento de iniciar el presente trabajo, la secuenciacién del genoma de S.
cerevisiae atn no habia sido concluida. Esta situacion ofrecia la posibilidad de identificar
alguna proteina esencial que cumpliera los requisitos deseables para constituir una diana
antifingica y que todavia no hubiera sido descrita, y por tanto, posiblemente no estudiada
por otros laboratorios farmacéuticos. Para identificar estas proteinas se considerd que la

165



Discusion

estrategia mas adecuada era la caracterizacién de una coleccion de mutantes condicionales
de S cerevisige. Los mutantes seleccionados en las condiciones restrictivas, debian lisar o
detener completamente su crecimiento, por lo que posiblemente estarian alterados en genes
esenciales (Hampsey, 1997). Por otra parte, esta estrategia permitia la identificacién de
proteinas codificadas por genes atin no secuenciados.

Actualmente, la disponibilidad de la secuencia completa del genoma de S.
cerevisiae (Oliver, 1997, Mewes, et al., 1997) y el desarrollo del proyecto del analisis
funcional del genoma de S. cerevisiae, denominado EUROFAN (Oliver, 1996a; Oliver,
1996b), permiten una seleccion de dianas basada en criterios estrictamente racionales. Sin
embargo, esta posibilidad no reduce el interés de la aproximacién llevada a cabo como una
forma rapida y directa de identificar genes esenciales y dianas potencialmente novedosas.

Obtencién y caracterizacién de una coleecion de mutantes condicionales

La obtencion de una coleccion de mutantes condicionales numerosa y variada ha
sido la primera etapa del proceso de busqueda de genes esenciales que pudieran constituir
nuevas dianas antifiingicas. Para ello se han utilizado diversos agentes mutagénicos fisicos
y quimicos, con la intencidn de diversificar los genes alterados, ya que algunos agentes
mutagénicos suelen presentar una mayor tendencia a mutar regiones concretas del genoma
(Kohalmi y Kunz, 1988). Todos los agentes mutagénicos han sido utilizados de manera que
se ha tratado de evitar la generacion de varias mutaciones en el mismo mutante, que
pudieran dificultar su estudio posterior (Pingle, 1975).

Se han intentado aislar mutantes alterados en cualquiera de las rutas metabodlicas
esenciales para la viabilidad celular, para lo que se han identificado mutantes incapaces de
crecer a 37°C (termosensibles) y a 26°C (termodependientes). Asimismo, se ha tratado de
recuperar mutantes alterados en rutas metabdlicas no existentes en mamiferos, como la
sintesis y control de la pared celular, mediante la seleccidon de aquellos clones que
requerian sorbitol para crecer, ¢ que por el contrario, eran sensibles a este compuesto
(Hampsey, 1997). También se han buscado mutantes alterados en otros procesos
metabdlicos diferentes de los que tienen lugar en c¢élulas de mamiferos, como es la sintesis
del ergosterol, mediante ¢l estudio de los clones que requerian suplementos lipidicos
exdgenos para proliferar. La seleccién de mutantes criosensibles ha sido desestimada
debido a que el lento crecimiento de las levaduras a bajas temperaturas hubiera ralentizado
excesivamente el trabajo (Hampsey, 1997). Con esta diversidad de las condiciones de
seleccion se ha pretendido incrementar la variedad de los mutantes alterados en genes
diferentes (Harris ef al., 1992).

En total se han aislado 297 mutantes condicionales procedentes de 168.541 colonias
analizadas. El primer estudio de su fenotipo, realizado en medio sélido, ha permitido
clasificarlos en seis grupos distintos (tabla 8). Un analisis posterior en medio liquido, que
ha permitido analizar de modo mds preciso su comportamiento, tanto por las condiciones
experimentales de trabajo como por los procesos de cuantificaciéon que pueden realizarse,
ha revelado que la mayoria de los mutantes tienen un fenotipo similar al observado en
medio sélido. Sin embargo, en estos ultimos ensayos se ha identificado un nuevo grupo
fenotipico integrado por cepas sensibles a sorbitol 0,9 M a 26°C y termosensibles a 37°C
(tabla 10). Los mutantes de este nuevo grupo se comportan en medio sélido como
termosensibles y, a diferencia de lo ocurrido en medio liquido, son capaces de crecer en el
medio s6lido suplementado con sorbitol 0,9 M a 26°C. Este resultado parece sugerir que la
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concentracion de sorbitol necesaria para que la cepa muestre su sensibilidad osmética, es
superior en medio sélido que en medio liquido.

Los estudios en medio liquido han permitido detectar diferencias en el
comportamiento de los mutantes en las condiciones permisivas analizadas, de manera que
mientras unos crecen de modo similar al de la cepa parental silvestre, otros tienen una tasa
de crecimiento menor. Ademas, el estudio de la viabilidad de los mutantes en las
condiciones analizadas, ha permitido diferenciar las cepas que mueren en las condiciones
restrictivas de las que detienen su crecimiento en las mismas condiciones. La lisis
observada en algunos mutantes podria indicar un posible efecto fungicida de los
compuestos capaces de inhibir el funcionamiento de las proteinas que se encuentran
alteradas en estos mutantes, mientras que la detencion del crecimiento, supondria un
posible efecto fungiestatico de estos compuestos. La terapia con fArmacos fungicidas es
més efectiva que con aquellos que tienen actividad fungiestatica (Kerridge y Vanden
Bossche, 1990), por lo que los mutantes liticos en condiciones selectivas han sido
considerados los de mayor interés para la busqueda de nuevas dianas. Sin embargo, la
posibilidad de que este fenotipo pueda estar originado por mutaciones en varios genes, ha
llevado a considerar otros criterios para establecer prioridades en cuanto al interés de los
mutantes obtenidos, tratando de seleccionar clones mutados en un unico gen.

La evaluacién del fenotipo de los mutantes en relacién con los agentes mutagenicos
que los han generado (tabla 9), ha puesto de manifiesto la eficacia de la luz UV para
generar mutantes condicionales de los 7 fenotipos identificados, y por tanto, posiblemente
alterados en genes diferentes. Asi el 0,38% de las células sometidas a procesos
mutagénicos con la luz UV, han sido identificadas como mutantes condicionales, mientras
que sélo han sido consideradas como tales el 0,1% de las células tratadas con NG, EMS,
AN y sometidas a procesos repetidos de congelacion y descongelacion. La eficacia de la
NG para generar mutantes condicionales no ha destacado sobre el resto de los agentes
quimicos utilizados, a pesar de haber sido descrita como el agente quimico mutagénico mas
potente (Pringle, 1975). Este comportamiento podria ser debido a varios factores. Por una
lado, su tendencia a producir diversas mutaciones génicas en una regidn pequefia del
cromosoma, podrian dificultar el aislamiento de los mutantes generados (Pringle, 1975).
Por otra parte, este agente, al igual que el EMS, ha sido utilizado en este trabajo en algunos
procesos mutagénicos con niveles de mortalidad inferjores al resto de los otros agentes, y
por tanto, con menor probabilidad de generar mutantes condicionales. Por este motivo la
eficacia de los agentes mutagénicos EMS y NG probablemente posea unos valores
ligeramente inferiores respecto al resto de los agentes empleados.

La mayoria de los mutantes de los diferentes fenotipos identificados han sido
generados con luz UV, exceptuando los mutantes termosensibles y dependientes de sorbitol
que se obtuvieron mayoritariamente con EMS y NG (figura 15). Este resultado podria ser la
consecuencia de una predisposicion de algunos mutigenos para originar cepas con
fenotipos determinados, probablemente como consecuencia de su mayor afinidad por
algunas regiones del genoma (Kohalmi y Kunz, 1988).

El 0,12% de los 168.541 clones analizados, ha mostrado termosensibilidad a 37°C.
Este valor es similar al obtenido por otros investigadores en su aislamiento de mutantes
termosensibles alterados en un solo gen (Hartwell, 1967; Lacroute, 1967; Klyce y
McLaughlin, 1973), por lo que se ha considerado que los procesos mutagénicos se habian
realizado correctamente y por tanto existia una elevada probabilidad de haber obtenido
mutantes con una Unica mutacion.
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La estabilidad de las mutaciones generadas en los mutantes condicionales, ha sido
analizada con la intencion de identificar aquellos mutantes que no revertieran la mutacién o
lo hicieran con una frecuencia muy baja, facilitando asi su caracterizacion genética.
Aproximadamente las dos terceras partes de los mutantes analizados han mostrado una tasa
de reversi6n inferior a 1x1077, que ha sido considerado como el maximo permitido para los
mutantes que iban a ser analizados en este trabajo. Todos los mutantes estudiados que
presentaban dependencia o sensibilidad a sorbitol han mostrado una tasa de seversion
superior a 1x107, mientras que la mayoria de los mutantes termosensibles y la mitad de los
termodependientes evaluados, han tenido unas tasas de reversién inferiores. No se ha
podido establecer una relacién entre la frecuencia de reversion de la mutacion y el agente
mutagénico empleado, ya que todos los mutantes estudiados, tanto los que han excedido el
maximo de reversién, como aquellos cuyo estudio ha sido priorizado por poseer una tasa
de reversién inferior a 5x107, proceden de tratamientos con diferentes agentes mutagénicos
(tabla 11).

Todos los mutantes analizados han mantenido su fenotipo condicional
independientemente del nimero de células que constituyeran el indculo del cultivo. El
aspecto morfologico de los diferentes mutantes ha sido muy diverso, de modo que algunos
clones presentan una morfologia similar a la de la cepa silvestre mientras que en otros se
han detectado grandes alteraciones, incluso en condiciones permisivas. En general, los
mutantes con alteraciones morfoldgicas importantes presentan una disminucién
significativa del crecimiento a la temperatura permisiva con respecto a la cepa silvestre. La
posibilidad de que este comportamiento sea la consecuencia de una alteracion en otros
genes ademas del que confiere termosensibilidad al mutante (Pringle, 1975), ha motivado
que estos clones no hayan sido incluidos en el grupo de mutantes de interés prioritario para
el desarrollo de este trabajo.

Todos los analisis fenotipicos anteriormente mencionados, han permitido
seleccionar 47 mutantes termosensibles y 3 mutantes termodependientes para ser
caracterizados genéticamente. Estas cepas poseen una mutacion estable que les provoca la
muerte a temperatura restrictiva, y tanto su morfologia como su comportamiento en
condiciones permisivas son bastante similares a los de la cepa silvestre.

La identificacion de los genes alterados en los mutantes condicionales
seleccionados se ha realizado mediante la complementacién fenotipica con dos genotecas
diferentes de S. cerevisiae y el posterior analisis de los clones complementados. El cruce de
los mutantes con especies silvestres, para conseguir que poseyeran una unica mutacidn
antes de ser transformados con las genotecas, no ha sido considerado imprescindible para
llevar a cabo el objetivo de este trabajo por diferentes razones. Por una parte, la dinamica
de trabajo establecida en la empresa, requiere obtener resultados de manera rapida. Por otra
parte, los procesos mutagénicos y la caracterizacidén fenotipica posterior de los mutantes,
han tratado de generar y seleccionar respectivamente, aquellos que estan alterados en un
unico gen, por lo que deberian ser complementados facilmente. Los ensayos preliminares
de transformacion con genotecas, han mostrado que la mayoria de los mutantes generan
transformantes, con lo que se confirma la validez de esta aproximacién. Ademads, el estudio
de mutantes que tengan un fenotipo letal como consecuencia de la mutacién de dos genes
no esenciales, podria llevar al desarrollo de dobles dianas antifungicas, ya que se trataria de
proteinas que inhibidas conjuntamente provocaran la muerte celular. Todas estas
consideraciones, han motivado que el estudio genético se haya realizado directamente en
los mutantes seleccionados, permitiendo el analisis de un niimero superior de clones que si
se hubiera realizado una limpieza previa.
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La complementacion fenotipica del 86% de los mutantes estudiados con la genoteca
de S cerevisiae clonada en el vector centromérico YCp50, podria indicar que estos
mutantes han sido transformados con el vinico gen que tenian alterado, o con uno de los
genes directamente relacionado con su proliferacion celular, en el caso de que tuvieran
mutaciones en varios genes no esenciales. Se ha considerado que aquellos mutantes que no
han sido complementados fenotipicamente, entre ellos los tres termodependientes
analizados, podrian estar alterados en varios genes esenciales, confirmando asi el bajo
porcentaje de estos mutantes que han superado los procesos de seleccion previa a la
caracterizacion genética. La posibilidad de que ¢l gen que permite la proliferacién del
transformante en condiciones restrictivas actuara como un supresor, ha sido considerada a
priori pequefia por estar clonado en un vector centromérico.

La agrupacién de los mutantes en “grupos de complementacién” dependiendo de la
capacidad que tienen para generar transformantes con el mismo plasmido, ha tratado de
identificar los mutantes que podrian estar alterados en el mismo gen. Estos ensayos han
permitido identificar un gen como el responsable de la complementacion fenotipica de 7
mutantes termosensibles, mientras que el resto de los clones han sido complementados por
genes distintos.

En este trabajo se han clonado 7 genes, de los cuales, al menos, 5 son esenciales
para S. cerevisiae, uno (MTFI) no es esencial, y la importancia del gen HSP30 para la
viabilidad de esta levadura todavia no ha sido determinada (tabla 19). La clonacién de los
genes YPLOO7C, MPS1, CDC68, TAFy145, y PRP19 supone, por un lado, el logro de la
primera parte de los objetivos marcados en cuanto a la clonacién de genes esenciales cuyo
interés como dianas terapéuticas deberia ser posteriormente analizado. Por otro lado, uno
de los genes clonados, el YPLOO7C es un gen que no habia sido caracterizado con
anterioridad e incluso carecia de denominacién, aunque ha sido posteriormente designado
durante el proyecto de secuenciacion del genoma de S. cerevisiae, con la nomenclatura
establecida. Esta clonacion resalta el éxito de la aproximacion utilizada, que entre otras
razones habia sido elegida por la posibilidad de identificar genes que ain no habfan sido
secuenciados.

La proteina Hsp30p, posee unas caracteristicas, que como se explicard mas
adelante, podrian conferirle una actividad protectora frente a alteraciones proteicas diversas
(Panaretou y Piper, 1992; Regnacq y Boucherie, 1993). Esta caracteristica le permitiria
actuar como supresor de mutaciones en diferentes genes en los 7 mutantes cuyo fenotipo
termosensible es capaz de complementar (tabla 19). También el MTFI podria estar
actuando como supresor de otra mutacién, ya que, como se comentard posteriormente, ha
sido descrito como gen no esencial para S. cerevisiae (Lisowsky y Michaelis, 1988).

Evaluaciéon del interés de las proteinas identificadas como posibles dianas
antifingicas

La evaluacion de las proteinas identificadas, para seleccionar aquellas que parecian
mas interesantes @ priori y en cuyo estudio se iba a centrar el resto del trabajo, se ha
realizado mediante un analisis de los trabajos publicados de cada una de ellas, tratando de
conocer si poseen las caracteristicas deseables para constituir buenas dianas antifungicas.
Si bien todas las proteinas tienen algunas propiedades que les confieren interés suficiente
como para continuar su estudio, se ha llevado a cabo una seleccién utilizando como
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criterios las caracteristicas que se consideran mds importantes para las dianas antifingicas.
Asi se ha destacado el interés de las proteinas esenciales para S. cerevisiae frente a las no
esenciales como Mtflp, ya que si bien en ocasiones no es necesario que el antifiingico
destruya al hongo y resulta suficiente la detencién de su crecimiento para el control de la
infeccién, la terapia fungicida es necesaria para el tratamiento de pacientes
inmunodeprimidos (Fridkin y Jarvis, 1996). También se ha considerado prioritario el
estudio de aquellas proteinas que carecen de homologos conocidos en mamiferos, frente a
aquellas que muestran similitud con proteinas humanas ya descritas como TAY1435, ya que
parece mds probable la identificacién de inhibidores fiingicos selectivos.

La proteina Mps1p ha sido la proteina que mejor se adaptaba a priori a los criterios
anteriores, ya que ademads de ser una proteina esencial, carece de proteinas muy similares
en humanos, y su actividad serin-treonin-tirosin quinasa ya caracterizada, permite disefiar
ensayos de inhibicion in vitro (Poch et al., 1994; Lauze ef al., 1995).

La proteina Ypi007cp también ha sido seleccionada como proteina de interés, ya
que no ha sido caracterizada anteriormente, y por tanto ofrece la posibilidad de constituir
una diana antifingica novedosa. Ademds, su estudio permitirfa profundizar en el
conocimiento del metabolismo y fisiologia de S. cerevisiae.

La seleccion de las proteinas Mpslp e Ypl0O7cp ha motivado que el estudio del
resto de las proteinas identificadas no haya podido ser realizado en este trabajo, aunque
algunas de ellas poseen unas caracteristicas que les confieren cierto interés como diana
antifiingica. Por este motivo se considera que el andlisis previo realizado en este trabajo,
deberia servir para estimular la continuacion de su estudio en el futuro.

La proteina Hsp30p como diana antifiingica

La proteina de respuesta a estrés térmico Hsp30p ha sido la proteina responsable de
la complementacion del fenotipo termosensible de los 7 mutantes termosensibles
pertenecientes al mismo “grupo de complementaciéon” (tabla 19). La posibilidad de que
todos estos mutantes posean una alteracion en el mismo gen ha sido considerada poco
probable, ya que han sido generados con agentes mutagénicos distintos y se desconoce la
existencia de regiones del genoma de S. cerevisiae tan altamente susceptibles de ser
mutadas. Por este motivo se ha considerado que la proteina Hsp30p podria estar
suprimiendo mutaciones en diferentes genes esenciales en cada uno de los mutantes, ¢ por
el contrario, podria suprimir la mutacion de alguno de los genes no esenciales alterados en
los mutantes cuyo fenotipo letal es la consecuencia de la mutacién conjunta de varios genes
de este tipo. Esta hipotesis podria estar justificada por el conocimiento de que la Hsp30p, al
igual que el resto de las proteinas de respuesta a estrés térmico (HSP), posee una funcién
general protectora y reparadora de los dafios originados por condiciones ambientales
adversas (Mager y Moradas Ferreira, 1993; Piper 1993; Piper 1995). Asi, las células de §.
cerevisiae sometidas a situaciones de estrés por calor y etanol, v al comienzo de su entrada
en fase estacionaria, hiperproducen la Hsp30p (Panaretou y Piper, 1992; Regnacq y
Boucherie, 1993). Esta proteina esta constituida por 332 aminodacidos, es muy hidréfobica,
posee 7 dominios transmembranales y se encuentra fuertemente asociada a la membrana
celular, siendo posiblemente, una proteina integrante de ella (Panaretou y Piper, 1992). Su
actividad no estd claramente establecida, pero se le atribuye un papel importante en el
mantenimiento de la funcionalidad de la membrana plasmatica, compensando las posibles
alteraciones originadas como consecuencia de la modificacion de la composicién lipidica y
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proteica, y de las variaciones de las actividades de algunas enzimas asociadas a ella, como
la H'ATPasa, (Panaretou y Piper, 1992; Regnacq y Boucherie, 1993; Piper 1995). De este
modo seria razonable la posibilidad de que los mutantes termosensibles integrantes de este
grupo, poseyeran mutaciones en diferentes genes, que de manera directa o indirecta
provocaran alteraciones a nivel de la membrana plasmatica, y que la Hsp30p fuera capaz de
compensarlas permitiendo asi la proliferacion celular a la temperatura restrictiva.

Independientemente de que la proteina Hsp30p pudiera suprimir mutaciones en
otros genes, se ha realizado el estudio de la informacién disponible sobre ella tratando de
conocer si cumple las caracteristicas deseables para constituir una diana antifingica. Esta
informacién no permite conocer si es una proteina esencial para S. cerevisiae, y por tanto,
la evaluacién de esta proteina como diana antifingica Unicamente puede realizarse de
manera limitada, hasta que sea demostrada su importancia para la viabilidad celular. No
obstante, en este trabajo se han analizado otras caracteristicas de Hsp30p que podrian
incrementar o disminuir su interés como diana antifiingica, en el caso de que se verificara
su esencialidad para S. cerevisiae. La ausencia de homologias conocidas con otras
proteinas de mamiferos descritas hasta el momento, a pesar de que en general son proteinas
muy conservadas (Craig, 1992), junto con su facil accesibilidad, por estar localizada a nivel
de membrana plasmatica (Panaretou y Piper, 1992), son caracteristicas adecuadas para las
dianas antifingicas. Asf, otras proteinas de S. cerevisiae, con caracteristicas diferentes a las
proteinas humanas y también localizadas en la membrana plasmatica de S. cerevisiae,
como la H'ATPasa (Monk y Perlin, 1994; Monk et al.,1995) y las proteinas implicadas en
la excrecion de compuestos intracelulares :(Georgopapadakou, 1996), estan siendo
evaluadas como posibles dianas antifingicas, ya que suelen ser proteinas de facil acceso
para diferentes compuestos con actividad inhibitoria y que en muchos casos son esenciales
para la célula.

En conclusién con el analisis anterior, el caracter esencial de la proteina y su facil
accesibilidad, han permitido considerar la posibilidad de que esta proteina pueda constituir
una diana antifingica adecuada si se llega a verificar su esencialidad.

La proteina Cdc68p como diana antifingica

La proteina Cdc68p, identificada a partir de la complementacion del fenotipo
termosensible del mutante MJ239, ha sido relacionada con los procesos de replicacién y
transcripcion del DNA. Esta proteina estd constituida por 1035 amino4cidos y posee un
dominio C-terminal rico en serinas y en aminodcidos de caracter acido, posiblemente
esencial para su funcionalidad. El gen CDC68 fue descrito por primera vez por Prendergast
et al (1990) como un gen requerido para el paso por el punto START del ciclo celular.
Posteriormente Malone et al. (1991) clonaron este gen como un supresor de mutaciones
insercionales tipo & en las regiones 5’de los genes HIS4 y LYS2 cuando se encontraba en
elevado nimero de copias. Recientemente se ha demostrado su interaccién con la
subunidad catalitica de la DNA polimerasa o (Pol 1), asi como con la proteina Pob3p, que
ha sido relacionada con ¢l control de la estructura de la cromatina y con la replicacién y
transcripcién del DNA (Wittmeyer y Formosa, 1997). Esta interaccion podria sugerir la
participacién de la proteina Cdc68p en la replicacion del material genético, atribuyéndosele
una actividad facilitadora del acceso de la Poll hasta el lugar de comienzo de la replicacion
del DNA (Wittmeyer y Formosa, 1997). Por otra parte y como consecuencia de que los
procesos de inicio de replicacién y transcripcion del DNA son procesos que poseen
componentes y caracteristicas similares (Guarente, 1992), es posible que algunas enzimas
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que participen en el primer proceso también estén implicadas en el segundo. De este modo
podria justificarse la actuacion de la proteina Cdc68p como activadora y represora
transcripcional que ha sido observada por diversos investigadores (Malone ef al., 1991;
Rowley et al., 1991). Asi la capacidad de Cdc68p para activar la transcripcion de diversos
genes como SWIi4, SWIl6, ACTI, LEU2, CLNI,CLN2 y CLN3 (Malone et al., 1991,
Rowley et al., 1991), podria ser la consecuencia de su actividad como proteina que facilita
el acceso de la maquinaria necesaria hasta el lugar de inicio de la transcripcidn,
posiblemente mediante modificaciones en la estructura de la cromatina (Xu et al., 1993).
Ademds, su actuacion como activador acidico también podria ser debida a la interaccion
con otros factores activadores proteicos capaces de unirse al DNA, ya que en Cdc68p no se
han identificado dichos dominios (Rowley et al., 1991). Por otro lado, su participacién en
la represion de otros genes como HSP82 (Rowley et al., 1991), podria ser la consecuencia
de su interaccidn por su dominio acidico C-terminal, con el extremo basico amino terminal
de las histonas, manteniendo la conformacidén de la cromatina en un estado inactivo
(Rowley er al., 1991; Winston y Carlson, 1992).

La evaluacion de la proteina Cdc68p como diana antifingica, se ha realizado
mediante el estudio de la informacién disponible, para averiguar si posee las caracteristicas
deseables para estas proteinas, y que ya han sido comentados con anterioridad. El papel
esencial de la proteina Cdc68p para S. cerevisiae, demostrada por Malone ef al.(1991)
mediante la interrupcion del gen CDC68 y el posterior analisis del fenotipo de las células
mutantes, es la caracteristica bésica y fundamental que ha llevado a considerar a esta
proteina como posible diana antifungica. La ausencia de homologfa con las secuencias de
células de mamiferos presentes en las bases de datos, mantiene abierta la posibilidad de
que existan caracteristicas diferenciales importantes entre esta proteina y las de humanos, y
por tanto, la posibilidad de inhibir selectivamente la proteina fingica. Sin embargo, este
dato debe considerarse de modo provisional y susceptible de ser modificado durante el
tiempo que transcurra hasta la completa secuenciacion del genoma humano, ya que,
ademas de que el proceso de replicacion del DNA es un proceso conservado entre las
diferentes especies eucarifticas, en el que participan de manera universal proteinas con
actividades similares, se han encontrado similitudes en las secuencias aminoacidicas de
algunas de ellas (Gavin et al., 1995). Del mismo modo, la ausencia hasta la fecha de
proteinas similares en otros hongos patdégenos, no excluye su existencia, ya que sdlo una
pequefia parte de su genoma estd secuenciado (Dunn-Coleman y Prade, 1998). La
localizacion nuclear de la proteina (Xu, 1995), la convierte en una proteina de acceso mas
dificil que si se tratara de una proteina de pared o de membrana plasmatica, que suelen ser
las mas faciimente alcanzadas por sus inhibidores, y por tanto, suelen ser preferidas como
dianas (Kerridge y Vanden Bossche, 1990). Sin embargo, la existencia de farmacos
comercializados que actiian sobre otras enzimas nucleares, sugiere la posible utilizacion de
esta proteina como diana para farmacos antifungicos. Asi algunos agentes antitumorales
inhiben las topoisomerasas I y Il, que al igual que Cdc68p participan en el proceso de
duplicaciéon del DNA (Cummings y Smyth, 1993; Charcosset et al., 1993), y antifungicos
como la 5-FC y la griseofulvina también tienen dianas nucleares (Georgopapadakou,
1996). La aparente toxicidad selectiva de algunos compuestos frente a la topoisomerasa II
fungica (Jackson er al., 1992) sugiere la existencia de diferencias entre las proteinas que
participan en la duplicacién génica de las diferentes células eucaridticas, a pesar de que se
trata de un proceso conservado y de que poseen cierta similitud en su secuencia
aminoacidica (Toyn et al., 1995). Por este motivo, parece posible la inhibicion especifica
de las enzimas de algunas especies flingicas sin actuar sobre las células humanas. Por otra
parte, se ha demostrado la existencia de diferencias en los procesos de duplicacién del
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DNA entre las células de levaduras y las células humanas, ya que a pesar de que el DNA de
levaduras puede replicarse en células de mamiferos, éstas no poseen un control sobre el
lugar de iniciacién de su replicacién (Tran et al., 1993). La participacion de la proteina
Cdc68p en la iniciacién de la replicacion del DNA, sugerida a partir de la verificacion de
su interaccion con Pollp (Wittmeyer y Formosa, 1997), podria corresponder a este proceso
diferencial entre humanos y levaduras, ofreciendo asi la posibilidad de una inhibicién
selectiva sin provocar efectos secundarios importantes.

El caracter esencial de la proteina Cdc68p y el desconocimiento, hasta la fecha, de
proteinas homdlogas en humanos, permiten mantener su’interés para la realizacion de
estudios futuros.

El factor TAF145 como diana antifingica

El factor TAF;145, responsable de la complementacion del fenotipo termosensible
de! mutantes MJ39, posee un papel reconocido en los procesos de transcripcion. Esta
proteina esta constituida por 1066 aminodcidos, forma parte del complejo proteico TFIID,
que es el primer factor general de la transcripcion (GTF), que se ensambla al promotor del
gen a transcribir. El TFIID esta integrado por una proteina de unién a la caja TATA
denominada TBP (TATA Binding Protein), y un conjunto de polipéptidos asociados,
denominados factores activadores de la transcripcién (TAFs), entre los que destaca el
TAF145 por ser capaz de unirse directamente a la proteina TBP. Los TAFs no son
requeridos para la transcripcion basal, pero son necesarios para obtener un nivel elevado de
transcripcién en respuesta a proteinas activadoras (Pugh y Tijan 1992; Hernandez 1993).
Recientemente se les ha atribuido una labor de reconocimiento del sitio de inicio de la
transcripcién en aquellos genes de levaduras que carezcan de caja TATA (Hampsey y
Reinberg, 1997).

La valoracién del factor TAF145 como posible diana antifiingica se ha realizado
teniendo en cuenta las caracteristicas ya comentadas. El factor TAF;145 es un factor
esencial para S. cerevisiae (Reese et al., 1994), por lo que presenta, al menos a priori,
interés como diana antifiingica. La existencia de una similitud entre su secuencia
aminoacidica y las proteinas TAF;240 de humanos, del 65% entre los extremos N-
terminales y del 60% entre los dominios centrales (Reese ef al., 1994; Bai et al, 1997),
sugiere la existencia de caracteristicas similares entre ambas proteinas. Esta similitud entre
los factores implicados en la transcripcion génica de diferentes especies eucari6ticas no
resulta inesperado, ya que es conocida la conservacion de los procesos de transcripcion
entre las células de levaduras y de mamiferos, incluyendo tanto los elementos basicos
necesarios para el proceso, como la presencia de proteinas capaces de activar y reprimir la
expresion de determinados genes (Guarente, 1992). Ademads, la demostrada capacidad del
TAFy145 de levaduras para unirse directamente a la TBP humana (Reese et al., 1994),
junto a la verificada unién del dominio funcional C-terminal de la proteina TBP de
levaduras con los TAFs humanos (Zhou y Berk, 1995), hace muy probable que los TAFs de
levaduras sean estructural y funcionalmente similares a los humanos. También se ha
demostrado la existencia de una homologia funcional entre otras proteinas implicadas en
este proceso, como la proteina TBP de S. cerevisiae que es capaz de substituir a la fraccion
TFIID que contiene la TBP humana de las células HelLa (Buratowski ef al. 1988; Cavallini
et al. 1988).
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Como consecuencia de esta homologia con las c€lulas humanas y la conservacién
de los mecanismos en los que participa, el factor TAF;145 no ha sido considerado como
una proteina de interés prioritario durante el desarrollo del trabajo. Sin embargo, su posible
utilizacién como diana anttfiingica no puede ser excluida, ya que a pesar de que la similitud
proteica pudiera dificultar la identificacién de compuestos capaces de realizar una
inhibicion selectiva de la enzima flingica, la existencia de diferencias entre las proteinas
homélogas podria ser suficiente para conseguir una inhibicién especifica de una de ellas.
Asi, la proteina RNA polimerasa II de levaduras posee similitud con la humana a nivel de
su secuencia aminoacidica pero no puede substituirla en un sistema de transcripcion in
vitro, por lo que poseen caracteristicas diferentes. Ademas, la proteina fungica presenta una
sensibilidad 100 veces inferior a la a-amanitina de la Amanita phalloides que su homélogo
en mamiferos (Thuriaux y Sentenac, 1992). Asimismo, y aunque se carece de informacion
relativa a la inhibicion selectiva de los factores TAFs, la existencia de regiones poco
conservadas, como el dominio C-terminal del factor TAF;145, sugiere la posibie inhibicion
selectiva de esta proteina mediante substancias que interaccionen a este nivel (Reese ef al.,
1994). Por otra parte, a pesar de que el factor TAF;145 se localiza a nivel nuclear, seria
posible su inhibicion, como se ha comentado con anterioridad. De este modo queda abierta
la puerta a estudios futuros que permitan determinar su utilizaciéon como diana antifingica.

La proteina Prp19p como diana antifiingica

La proteina Prp19p, responsable de la complementacién del fenotipo termosensible
del mutante MJ69, posee un papel esencial en el proceso de maduracion del pre-mRNA
(splicing). Esta proteina de 503 aminoacidos fue descrita por Cheng ef al. (1993) como una
proteina esencial para la proliferacién celular, que estaba fuertemente asociada a un
complejo de proteinas, de RNA de pequefio tamafio (snRNA)} y de pre-mRNA,
denominado spliceosome. A este nivel, tiene lugar el proceso de maduracién del pre-
mRNA en ¢l que se eliminan sus intrones. Recientemente la proteina Prpl9p también ha
sido relacionada con los mecanismos de reparacidon del DNA dafiado (Grey et al., 1996). La
funcion de la Prp19p no esta claramente definida, ya que carece de motivos caracteristicos
en su secuencia proteica. Sin embargo, le ha sido atribuida una funcién similar a las RNA
helicasas durante el proceso de maduracion del pre-mRNA, ya que su union al spliceosome
tiene lugar después de la aparente separacion del U4 snRNA del U6 snRNA (Tarn, 1993a;
Tarn, 1993b), momento en ¢l que ¢l pre-mRNA ¢s sometido a numerosas reorganizaciones
espaciales.

La busqueda de secuencias homologas a Prpl9p en las bases de datos, no ha
permitido identificar hasta el momento ninguna proteina con una secuencia aminoacidica
similar, a pesar de que el proceso de maduracién del pre-mRNA mantiene un mecanismo
general conservado entre las diferentes células eucaridticas. Este resultado sugiere la
posibilidad de que podria tratarse de una proteina con caracteristicas diferenciales de sus
homdlogas en otras células de mamiferos, aunque esta posibilidad no puede ser confirmada
hasta no haya concluido la secuenciacion del DNA de otras células eucaridticas.

El analisis del proceso de maduracion del pre-mRNA en las levaduras, en los
metazoos y en los mamiferos ha mostrado poseer caracteristicas similares (Rymond y
Rosbash, 1992; Newman, 1994), e incluso se han identificado homélogos en humanos de
alguno de los numerosos factores proteicos y RNAs que participan en el proceso en estas
especies (Newman, 1994). Sin embargo, generalmente existe una pequefia semejanza a
nivel de la secuencia primaria entre los factores que realizan funciones similares en
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levaduras y mamiferos, como son los snRNA Ul, U2, U4 y US, y las Prps de levaduras
Prp9, Prpll y Prp21 (Guthrie, 1988; Newman, 1994), por lo que probablemente seria
posible la inhibicion selectiva de algunas de ellas. Por otra parte, y aunque el mecanismo
general del proceso se mantiene conservado, se ha verificado la existencia de
caracteristicas diferenciales entre el proceso ocurrido en levaduras y en mamiferos. Asi la
mayoria de los intrones de S. cerevisiae, no pueden ser procesados en células HeLa, o lo
hacen de una manera diferente (Ruskin ef al., 1986). Por tanto, parece posible la existencia
de proteinas exclusivas de levaduras o de hongos, o cuyas caracteristicas diferenciales
permitieran su inhibicién selectiva, aunque hasta el momento se carece de informacion
relativa a la utilizacion de alguna de las proteinas que participan en la maduracion del pre-
mRNA como diana antifiingica. Por otra parte, aunque la localizacién de esta proteina no
ha sido concretada, la posibilidad de que se situe en el citoplasma celular ademads de en el
nicleo, al igual que otras proteinas implicadas en este proceso (Lin, 1985; Cheng y
Abelson, 1986), facilitaria su interaccién con substancias inhibitorias.

Como conclusion del anélisis realizado, se ha considerado que el cardcter esencial
de la proteina Prp19p para S. cerevisiae, la ausencia de homologias conocidas hasta el
momento con proteinas humanas, y su localizacion aparentemente accesible a los
inhibidores, la convierten en una proteina atractiva como diana antifingica.

La proteina Mtflp como diana antifiingica

La proteina Mtflp, que ha sido considerada la proteina responsable de la
complementacién del fenotipo termosensible del mutante MJ202, posee 340 aminoécidos y
constituye el factor de especificidad de la RNA polimerasa mitocondrial (Schinkel et
al.,1987; Lisowsky y Michaelis, 1988; Jang y Jahening, 1991). Mtflp es una proteina que
actia en el interior de la mitocondria, aunque su gen codificante se localiza en el nucleo.
Penetra al interior mitocondrial por un mecanismo todavia no determinado (Sanyal y Getz,
1995), donde es requerida para el comienzo especifico de la transcripcién y replicacion del
DNA mitocondrial. El gen MTFI fue clonado por Lisowsky y Michaelis (1988), como un
supresor del fenotipo petite termosensible originado como consecuencia de una mutacioén
en el gen RPO41, que codifica para la subunidad catalitica de la RNA polimerasa
mitocondrial, en elevado niimero de copias. El gen MTFI, ha sido descrito previamente
como un gen no esencial para S. cerevisiae, ya que los mutantes con el gen interrumpido
presentan un fenotipo petite estable (Lisowsky y Michaelis, 1988). Por el contrario el
mutante MJ202 obtenido en este trabajo, posee un fenotipo termosensible, que es
complementado por el gen MTFI en bajo nimero de copias, y su comportamiento no
corresponde al de un mutante petite. Por este motivo se han considerado diferentes
hipétesis que podrian justificar su comportamiento.

Una primera explicacion, podria ser que el gen MTF] estuviera mutado de manera
que la proteina codificada poseyera unas caracteristicas tales que, de manera directa o
indirecta, provocaran una toxicidad celular. Asi por ejemplo una modificacion en su
conformacién espacial que impidiera su entrada normal en la mitocondria, podria provocar
una acumulacién en el citoplasma y la consiguiente detencién de la proliferacion y la
muerte celular. Esta situacién seria similar a la ocurrida en los mutantes alterados en la
proteina Ssclp, que mueren como consecuencia de la acumulacion a nivel citoplasmatico
de los precursores de las proteinas mitocondriales incapaces de pasar a la matriz del
organulo (Craig, 1992). También podria ocurrir que la mutacién en el factor de
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especificidad provocara una alteracién en la regulacion transcripcional de algunos genes,
cuya expresion pudiera resultar toxica para la célula.

Como segunda hipdtesis, podria considerarse la posibilidad de que el mutante
MJ202 tuviera mutaciones en dos o mas genes no esenciales, pero cuya alteracion conjunta
provocara la detencion del crecimiento y la muerte celular. Uno de los genes podria ser el
MTFI y los otros podrian ser genes relacionados con los procesos de transcripcion o
replicacion celular y que no fueran esenciales para S. cerevisiae. Este efecto aditivo de los
genes mutados ha sido descrito en diversos genes redundantes como HSPS2 y HSCS2, que
codifican para chaperoninas (Borkovich er al, 1989), o en genes funcionalmente
relacionados como CHS!I, CHS2 y CHS3, que codifican para enzimas con actividad quitin
sintetasa (Cid et al., 1995), de manera que se requiere su interrupcidn conjunta para generar
un fenotipo letal.

En tercer lugar existiria la posibilidad de que el gen mutado fuera un gen esencial,
cuya alteracién pudiera ser suplementada por €l gen MTF1, de modo similar a como ocurre
con los mutantes petite termosensibles Rpo4l (Lisowsky y Michaelis, 1988. Riemen y
Michaelis, 1993), aunque en un niumero menor de copias.

El estudio de los trabajos publicados sobre la proteina Mtflp ha permitido conocer,
ademas de su caracter no esencial para S. cerevisiae, la ausencia de homologias con
proteinas de otras especies fungicas, a pesar de que sus caracteristicas han sugerido que
podria tratarsc de una proteina conservada, ya que se han identificado proteinas
funcionalmente similares en otros hongos levaduriformes como Saccharomyces kluyvery y
Kluyveromyces lactis (Carrodeguas et al, 1996). Tampoco se han detectado hasta el
momento proteinas similares a la proteina Mtflp en células de mamiferos, lo cual podria
ser debido a las diferencias existentes entre las RNA polimerasas mitocondriales de estas
células, ya que la de mamiferos es mucho mas compleja y estd constituida por diversas
proteinas ain no caracterizadas en su totalidad (Jachning, 1993). Por otra parte, la
localizacion temporal de la proteina Mtflp en el citoplasma celular antes de entrar en la
mitocondria, descrita por Sanyal y Getz (1995), facilitaria el acceso hasta ella de cualquier
compuesto capaz de inhibir su actividad.

El analisis realizado, permite concluir que la proteina Mtflp no posee las
caracteristicas Optimas para una diana antifingica, a pesar de que sea posible evaluar su
inhibicidn in vitro (Magnus y Jaehning, 1996). La proteina Mtflp no es esencial para S.
cerevisiae y por tanto su interés como diana es menor que el que presentan otras proteinas
que poseen un caracter esencial para los hongos. No obstante, la posibilidad de utilizar
aquellas proteinas que al ser alteradas originen serios defectos en el desarrollo celular vy
permitan a las propias defensas del huésped eliminar el agente patégeno, mantendria cierto
interés por esta proteina, aunque serian necesarios ensayos in vivo que demostraran la
eficacia de las propias defensas para erradicar las cepas de S. cerevisiae mutadas en este
gen, y posiblemente los resultados obtenidos variarian dependiendo del estado inmunitario
del huésped (Kerridge y Vanden Bossche, 1990). Por otro lado, la gran variabilidad de la
secuencia de las proteinas homoélogas funcionales entre las diferentes levaduras analizadas,
sugiere la dificultad para encontrar substancias inhibitorias de las enzimas de diferentes
hongos patégenos.
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La proteina Mpslp como diana antifiingica

La proteina Mpslp ha sido la proteina responsable de la complementacién del
fenotipo termosensible del mutante MJ41. Esta constituida por 764 aminoacidos (Poch ef
al., 1994; Lauzé et al., 1995) y se ha comprobado su actividad quinasa iz vitro, ya que es
capaz de autofosforilarse en los residuos de serina, treonina y tirosina, y de fosforilar
substratos exdgenos en los residuos serina y treonina (Lauzé et al., 1995). La proteina
Mpslp fue identificada por Winey et al. (1991b) como una proteina de S. cerevisiae
relacionada con la duplicacion del cuerpo polar del huso mitdtico, y a la que
posteriormente se le ha atribuido una funcién como punto de control del ciclo mitético
(checkpoint) a nivel del ensamblaje del huso mitético (Poch er al, 1994; Lauzé et al., 1995;
Weiss y Winey, 1996). Este punto de control permitiria evitar la segregacién cromosémica
y la entrada en mitosis de las células que presentaran defectos en el huso. Los mutantes
Mps1 son incapaces de duplicar sus cuerpos polares, y llevan a cabo una mitosis monopolar
con un reparto inadecuado del material genético entre las células madre e hija. De este
modo se origina una poblacion letal con una dotacién cromosémica variable (Poch ef al,
1994). Se desconoce el mecanismo por el cual esta proteina realiza sus funciones en la
célula, aunque se ha sugerido su posible participacion en alguna cascada de quinasas (Poch
et al., 1994; Lauzé et al., 1995; Hardwick ef al., 1996; Wells, 1996).

El caracter esencial de esta proteina, descrito por Poch et al, (1994), junto con las
diferencias estructurales entre el cuerpo polar del huso mitético de levaduras y su organulo
anilogo en mamiferos, el centrosoma, y por tanto, las posibles diferencias que podrian
existir entre las proteinas que participan en su duplicaciéon y control en ambas especies
(Winey et al., 1991a; Winey ef al., 1991b ), han desarrollado un interés particular por esta
proteina como posible diana antifingica. Las comparaciones del extremo catalitico C-
terminal con las proteinas de las bases de datos, han revelado una homologia del 45% con
otras proteinas quinasas de mamiferos, como son la PYT/TTK humana, y las esk] y esk2
de ratén, que también fosforilan residuos de serina, treonina y tirosina (Poch et al, 1994), y
que han sido implicadas en el control del ciclo mitético y meidtico (Letwin ef al., 1992).
Sin embargo, esta homologia a nivel aminoacidico no excluye la probable existencia de
diferencias conformacionales importantes entre ellas, y por tanto, seria posible que el
dominio catalitico de Mpslp fuera bloqueado de manera selectiva en los hongos. Por otro
lado, y debido a que la homologia entre Mpslp y las proteinas de mamiferos queda
reducida a su extremo C-terminal (Poch et al, 1994; Lauzé ef al., 1995), también deberia
considerarse la posibilidad de una inhibicién selectiva de la enzima fingica mediante
compuestos que provocasen una inhibicién enzimatica interaccionando con el extremo N-
terminal de la enzima, en el caso de que éste mantuviera caracteristicas comunes entre
diversos hongos patégenos.

Las protein quinasas son consideradas un grupo importante de proteinas con posible
utilidad como diana, pues ademas de ser proteinas muy abundantes, participan en
numerosos procesos celulares relacionados con el crecimiento, la division, la conjugacion,
la meiosis y la esporulacion, siendo algunas de ellas esenciales para la proliferacién y
viabilidad celular (Hunter y Plowman, 1997). Por este motivo algunas tirosin quinasas de
células de mamiferos implicadas en la ruta Ras/cAMP de transmision de sefiales, estan
siendo evaluadas como dianas de compuestos antitumorales (Baringa, 1997). Asimismo,
las protein quinasas de S. cerevisiae que carecen hasta la fecha de homoélogas en células de
mamiferos, y que posiblemente se encuentren también en levaduras patégenas como C.
albicans (Hunter y Plowman, 1997), podrian constituir nuevas dianas antifiingicas.
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El interés de la proteina Mpslp se ha incrementado al ser relacionada por Winey
(1996) con la proteina p53. Winey sugiere un papel comparable de ambas proteinas,
actuando en la duplicacion del cuerpo polar del huso mitético y como punto de control de
la formacion de esta estructura. La proteina p53 parece estar relacionada directamente con
la aparicion de tumores, y actualmente se considera la posibilidad de que su control pudiera
detener la proliferacién de las células malignas. La importancia de p53 para el correcto
funcionamiento celular, ha sugerido la transcendencia que podria tener la inhibicién de la
proteina Mpslp. Por este motivo, para intentar confirmar la aparente utilidad de Mpslp
como diana antifiingica se ha tratado, en primer lugar, de verificar la ausencia de proteinas
homologas en células humanas, y en segundo lugar, de comprobar la existencia de
proteinas similares en otros hongos patégenos. Dado que las bases de datos, como el Gen
Bank/EMBL, poseen una informacion limitada sobre el genoma de estas especies, se han
realizado ensayos de hibridacion de DNA-DNA, Southern blot, entre el gen MPSI y el
genoma de linfocitos humanos, de 4. fumigatus y de C. albicans. La ausencia de bandas de
hibridacién que indicasen una homologia significativa entre los genes de ambas especies
(figura 24) podria sugerir que las similitudes existentes entre los aminoacidos del extremo
C-terminal de Mpslp y las quinasas de las especies analizadas, o bien son insuficientes
para permitir una hibridacion en las condiciones del ensayo, o bien que el diferente uso de
codones entre las especies podria originar que la misma secuencia aminoacidica estuviera
codificada por secuencias nucleotidicas diferentes. Si bien este experimento no permite
concluir que no existan proteinas homoélogas en mamiferos, ni confirme la existencia de
éstas en las especies fungicas analizadas, si contribuye a que la proteina Mpslp siga siendo
considerada una posible diana de interés.

Con objeto de continuar avanzando en el conocimiento de la proteina, se ha tratado
de obtener informacidn sobre su centro activo, sus zonas funcionalmente importantes y su
conformacion espacial. Estos datos tendrian gran interés para el disefio de compuestos
capaces de bloquear su actividad enzimatica (Blundell, 1996). Para conseguir esta
informacion se ha realizado un estudio comparativo de las caracteristicas de la proteina
nativa Mpslp y de la proteina mutada Mpslp de la cepa MJ41, cuya mutacion ha sido
determinada mediante secuenciacion.

Las quinasas son unas proteinas que se caracterizan por presentar una estructura
tridimensional organizada en dos dominios, con un surco central entre ambos. Esta
organizacién, posiblemente responde a la necesidad de los cambios conformacionales que
tienen lugar en la enzima durante la union del substrato, asi como durante la catalisis
(Creighton, 1984). En general, el dominio catalitico de las quinasas estd muy conservado, y
aunque su localizacion no es fija, suele estar localizado en la hendidura, cerca del extremo
C-terminal. El extremo N-terminal suele tener un papel regulador (Knighton ef al., 1991b).
La secuenciacion del DNA genomico del mutante MJ41 ha revelado la presencia del
cambio E517K en Mpsip. Esta mutacion podria tener una repercusion estructural
significativa, como se deduce de la prediccién de estructura secundaria de la zona donde se
localiza (figura 25). La substitucion del acido glutdmico por lisina parece extender la
lamina B donde se encuentra dicho residuo, desencadenando la alteracion de una estructura
en o-hélice situada a continuacién, mediante un giro . Estos cambios en la estructura
secundaria podrian ponerse de manifiesto con el incremento de la temperatura,
traduciéndose en cambios de la disposicion tridimensional de la proteina, lo que
conllevaria a su inactivacion a 37°C. Por tanto, la importancia de este residuo en cuanto al
mantenimiento de la conformacién estructural activa a 37°C parece claro, pudiendo estar
justificado por su posible localizacién en el sitio del reconocimiento peptidico, cerca de la
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hendidura catalitica (figura 60). Esta hipotesis se ha realizado sobre el conocimiento de la
estructura terciaria de la proteina cAPK (figura 60) (Knighton ef al., 1991a y b. Johnson et
al., 1996), cuyo dominio C-terminal presenta homologia con el de Mpslp. Ambas
proteinas comparten las caracteristicas estructurales tipicas de las serin-treonin-tirosin
quinasas, asi como las regiones de estructura secundaria en lamina {3 en la regién del E517,
deducida para la cAPK a partir de la estructura tridimensional (Poch er al., 1994). Sin
embargo, habrd que esperar a localizar este residuo en la estructura tridimensional de
Mps1p para poder determinar su papel.

Las unicas modificaciones, conocidas hasta la fecha, que provocan la inactivacién
enzimatica son las que se localizan en la regién catalitica, como ocurre al substituir el acido
aspértico de la posicién 580 de Mpslp por una alanina (Lauzé ef al., 1995). La region N-
terminal, que por ser mas variable podria dar lugar a una inhibicién mas selectiva, no ha
demostrado constituir una region esencial para la actividad ya que la eliminacién de sus 63
aminoacidos terminales no provoca la inactivacion enzimatica (Lauzé et al., 1995).

Para buscar inhibidores de Mps1p, seria necesario llevar a cabo ensayos in vitro de
elevado rendimiento (HTP). La realizacion de estos ensayos requeriria grandes cantidades
de proteina Mps1p pura, por lo que como primer paso, se ha intentado buscar un sistema de
purificacion rapido y eficaz. Por este motivo, esta proteina ha sido fusionada al dominio C-
LYTA de la enzima N-acetilmuramoil-L-alanina amidasa de S. pneumoniae. La
funcionalidad de este dominio como marcador de purificacién en E. coli es conocida
(Ortega et al., 1992; Gonzailez de la Pefia er al., 1993; Ruiz Echevarria et al., 1995), y en
este trabajo se ha tratado de evaluar su posible utilidad en otros sistemas de expresion,
como S. cerevisiae. El dominio C-LYTA posee elevada afinidad por aminas terciarias
como el dietil-amino etanol (DEAE), y permite purificar proteinas de fusion en un tnico
paso, mediante una cromatografia en DEAE-celulosa, que ¢s una resina de bajo coste,
selectiva, de elevada capacidad, y estable en un amplio margen de pH (Sanchez-Puelles et
al., 1992). A pesar de que la quimera C-LYTA-Mpslp ha demostrado ser incapaz de
complementar el fenotipo termosensible del mutante MJ41, a diferencia de la proteina
Mps1p, posiblemente como consecuencia de un cambio conformacional al ser fusionada al
dominio C-LYTA, se ha mantenido el interés por conseguir su purificacion. Seria posible
que la modificacién conformacional de la proteina Mpslp, en el caso de que existiera,
fuera reversible y recuperara su estado nativo una vez que se eliminara el dominio C-
LYTA de la proteina purificada. Por este motivo, se ha tratado de obtener la proteina de
fusion expresandola en procariotas, como E. coli, y en eucariotas, como S. cerevisiae, que
presenta menos posibilidades a priori de modificar la fusién proteica. Para ello se ha
clonado el gen MPSI en los vectores adecuados para ambos organismos pT7C y
pYEpPGKC (tabla 5), que habian sido construidos previamente en nuestro laboratorio. Los
niveles de expresion obtenidos en ambos casos han sido bajos, solamente detectables
mediante Western blot (figura 26), y ademas la proteina de fusién aparece parcialmente
degradada. Esta inestabilidad podria ser debida a la existencia de secuencias PEST en la
region N-terminal de Mps1p (Poch ef al., 1994), que han sido frecuentemente identificadas
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Figura 60: Estructura tridimensional de la protein quinasa dependiente de cAMP.
Se muestran los dominios N-terminal (parte superior) y C-terminal (parte inferior) separados por un surco
central. El dominio C-terminal lleva unido un inhibidor peptidico (color verde obscuro). Se indica el sitio de
unién del ATP (color verde claro) en la regién proxima al surco central. La flecha blanca sefiala la posible
localizacién del residuo E517 de la quinasa Mpslp sobre la estructura tridimensional de cAPK, deducida a
partir de la comparacion de ambas secuencias.
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en proteinas de ripida degradacion (Rogers et al., 1986), y constituye un serio
inconveniente para la obtencién de la proteina pura. Por este motivo seria necesario buscar
otros sistemas de expresién como podrian ser otros organismos de interés creciente en la
expresién de proteinas heterologas, como es Pichia pastoris (Romanos er al., 1992). La
utilizacién de este organismo para expresar proteinas fusionadas al dominio C-LYTA esta
siendo objeto de estudio en el departamento de Microbiologia de la Facultad de Farmacia
de la Universidad Complutense de Madrid, por lo que posiblemente en breve tiempo sea
posible conocer si este sistema de expresion permite la obtencién de la proteina C-LYTA-
Mps1p sin modificaciones ni degradaciones.

Por otra parte, se ha tratado de identificar alguna proteina que interaccione con
Mpslp y resulte necesaria para que ésta sea funcional. Existen evidencias de que la
proteina Mps1p podria participar en una ruta de protein quinasas (Poch ez al., 1994; Lauze,
1995; Hardwick, 1996), por lo que el estado activo de Mpslp podria ser alcanzado tras ser
fosforilado por otras quinasas. Asi, la inhibicion de las proteinas quinasas que activen
Mpslp seria suficiente para bloquear su actividad y por tanto, se obtendria el mismo efecto
letal que si se inhibiera la proteina Mpslp. El sistema elegido para la identificar estas
proteinas ha sido el “sistema dos hibridos”. Sin embargo, los estudios iniciales han
mostrado la capacidad de la proteina Mpslp para actuar como activador transcripcional y
generar falsos positivos, lo cual hace inviable la utilizacién de este sistema, o requiere una
modificacién de esta aproximacion. Seria posible realizar este ensayo utilizando un
fragmento de la proteina Mps1p que careciera de capacidad activadora transcripcional, pero
no ha sido llevado a cabo por considerar que los resultados obtenidos en estas condiciones
podrian aportar informacion poco concluyente.

La proteina ¥pl007cp como diana antifingica

La proteina Ypl007cp codificada por la fase de lectura abierta YPLOO7C localizada
en el cromosoma XVI de S. cerevisiae, es la proteina que complementa €l fenotipo
termosensible del mutante MJ103. Esta constituida por 588 aminoacidos, y ha presentado,
desde el momento en que ha sido identificada, un interés particular, ya que es una proteina
que posiblemente no haya sido caracterizada previamente, pues se carece de informacion
bibliografica sobre ella, y ademas es esencial para S. cerevisiae, por lo que podria constituir
una diana antifiingica novedosa.

La verificacion de la esencialidad de YplOO7cp para S. cerevisiae ha sido realizada
mediante la disrupcion del gen en dos cepas de S. cerevisiae diploides diferentes,
SX508A/SX50110A y SEY610/SEY611, resultando viables unicamente las dos esporas
que poseen el gen funcional, mientras que las otras dos que tienen el gen interrumpido
detienen su crecimiento después de dividirse unas 6 veces (figura 29). Este resultado,
ademas de confirmar la esencialidad de esta proteina para S. cerevisiae, podria sugerir la
existencia de una “reserva” en la espora que permita que las células con el gen
interrumpido se dividan varias veces, o por ¢l contrario, la existencia de un dafio celular
acumulativo, de manera que se incremente la toxicidad en cada division celular hasta que
se detenga el ciclo vegetativo y posiblemente se produzca la muerte de las células. Este
mismo comportamiento ha sido descrito en otras esporas interrumpidas en genes esenciales
diversos (Jarosch et al., 1996), por lo que no parece que sea una caracteristica propia de un
grupo de proteinas implicadas en un proceso metabélico concreto.
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Se han realizado busquedas de genes homologos en mamiferos y en hongos
patogenos mediante comparaciones de su secuencia en diversas bases de datos. La proteina
Ypl007cp no ha presentado homologia con ninguna de las proteinas incluidas hasta el
momento en las bases de datos consultadas, lo que podria indicar que es una proteina
propia de S. cerevisiae, o que las proteinas homologas funcionales de otras especies poseen
gran variabilidad en sus secuencias. Sin embargo, estos datos no se han considerado
definitivos, ya que las bases de datos estdn incompletas como consecuencia de que gran
parte del genoma de mamiferos y de los hongos patégenos todavia no se ha secuenciado
(Dunn-Coleman y Prade, 1998). Por este motivo se han realizado ensayos de hibridacion
DNA-DNA, Southern blot, para tratar de identificar homologias entre el gen YPLOO7C y el
DNA genomico de linfocitos humanos y de hongos patégenos, como C. albicans y A.
Jumigatus. La ausencia de bandas de hibridacién (figura 30) ha permitido deducir que, o
bien la proteina Ypl0O7cp podria carecer de similitud suficiente con las proteinas de las
especies analizadas para que tenga lugar la hibridacién en las condiciones del ensayo, o
bien el diferente uso de codones entre las especies podria originar que la misma secuencia
aminoacidica esté codificada por secuencias nucleotidicas diferentes (Sharp y Cowe, 1991).
Los resultados obtenidos en este ensayo, a pesar de que no han permitido concluir la
ausencia de proteinas homélogas a Ypl007cp en humanos, ni la presencia de éstas en otros
hongos pat6genos, si han hecho posible que se haya mantenido el interés de la proteina
Ypl007cp como posible diana antifingica, y que se haya continuado su estudio.

Para tratar de localizar la proteina YplO07cp en S. cerevisiae, se ha realizado la
fusion de la proteina Ypl0O7cp al dominio C-LYTA de la enzima N-acetilmuramoil-L-
alanina amidasa de S. pneumoniae, mediante la construccién del plasmido pT7CYPL (tabla
6). La localizacién de la proteina de fusion se ha llevado a cabo por inmunofluorescencia
indirecta, con anticuerpos policlonales frente al dominio C-LYTA. Los bajos niveles de
expresion de YplOO7cp detectados en las células en crecimiento en fase exponencial
mediante ensayos de Northern blot (figuras 33 y 34) y Western blot (figura 59), han
motivado que se analizara inicialmente su hiperexpresion, mediante el uso de un plasmido
episomico bajo el control del promotor de la fosfoglicerato quinasa (PGK), denominado
YEpPGKCYPL (tabla 6), para tratar de obtener una sefial fluorescente suficientemente
intensa que pudicra ser detectada mediante microscopia confocal. La sefial fluorescente
observada en los ensayos realizados con anticuerpos marcados con isotiocianato de
fluoresceina ha sido débil, por lo que se han empleado anticuerpos marcados con el
fluorocromo Cy3 que emiten una sefial mas intensa. Este resultado ha confirmado la
necesidad de sobreexpresar la fusion para poder detectar su localizacion, asumiendo por
tanto, la posibilidad de que se pudiera producir una distribucion inespecifica de la quimera.

Con esta técnica se ha localizado la proteina de fusién por el citoplasma celular
distribuida de modo uniforme, con una intensidad semejante a las mismas cepas que
hiperexpresan unicamente el dominio ClytA (figura 37). La proteina de fusién es capaz de
complementar el fenotipo termosensible del mutante MJ103, con lo que se demuestra su
funcionalidad y por tanto su presencia en la localizacion habitual de la proteina Ypl007cp.
Por este motivo parece probable que la proteina estudiada pudiera tener una localizacion
citoplasmatica. Sin embargo, y a pesar de que esta metodologia es la utilizada
habitualmente para detectar proteinas de bajos niveles de expresion (Maarse er al., 1992),
no puede eliminarse la posibilidad de que la sobreexpresion de la proteina de fusion haya
originado una distribucién inespecifica de ésta, de manera que ademas de presentar su
localizacion habitual se encuentre distribuida por el resto del citoplasma.
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Estos datos parecen indicar que la proteina Ypl007cp se localiza en el citoplasma de
las células y por tanto seria accesible a los compuestos inhibidores. Asi, otras proteinas
citoplasmicas implicadas en diversos procesos celulares, como son los factores que
intervienen en la sintesis proteica, como el EF-3, las enzimas implicadas en las
modificaciones postraduccionales de las proteinas y las enzimas implicadas en la sintesis
de aminoacidos y de poliaminas, también han sido consideradas posibles dianas
antiftingicas (Georgopapadakou y Walsh, 1996).

Finalmente, el disefio de un ensayo de elevado rendimiento in vitro (HTP) para
encontrar inhibidores de la proteina Ypl007cp, exige establecer por un lado, un sistema de
expresion y purificacion de esta proteina, y por otro lado, la caracterizacion de su actividad.
Fl sistema empleado para tratar de obtener la proteina Ypl007cp en estado puro ha sido el
mismo que se ha utilizado con la proteina Mpslp, y que ha sido comentado con
anterioridad. La expresion de la fusién ClytA-YPLOO7C se ha realizado en E. coli y en S.
cerevisiae, mediante los plasmidos pT7CYPL y YEpPGKCYPL (tabla 6), respectivamente.
Los niveles de expresion obtenidos en ambas especies han sido bajos, detectables
inicamente en ensayos de Western blot (figura 59). Por este motivo, se ha considerado
necesario investigar otros organismos productores, que permitan incrementar la produccion
de esta proteina antes de proceder a su purificacién. Los estudios de expresion heteréloga
de genes fusionados al dominio ClytA en P. pastoris se estan llevando a cabo en el
departamento de Microbiologia de la Facultad de Farmacia de la Universidad Complutense
de Madrid, y posiblemente permitan conocer si este sistema es adecuado para tratar de
obtener cantidades grandes de la proteina de fusidn C-LYTA-Ypl0O7cp. Esta proteina
deberia ser capaz de unirse a columnas de DEAE-celulosa para permitir su purificacién en
una tUnica etapa. Posteriormente seria digerida para recuperar la proteina Ypl007cp nativa,
y utilizada para realizar los ensayos de biisqueda de inhibidores in vitro. También seria
posible inmovilizar la proteina de fusion en placas multipocillo, por su dominio de afinidad
a DEAE-celulosa, y realizar sobre ella los ensayos de busqueda de inhibidores de la
actividad enzimatica.

El estudio de la actividad de la proteina Ypl007cp y de los procesos en los que
participa ha sido abordado mediante dos estrategias diferentes. Por una parte, se ha
realizado el estudio tedrico de la regulacion transcripcional y post-traduccional del gen, la
posterior verificacion mediante Northern blot de la funcionalidad de los elementos de
regulacion encontrados y el analisis del efecto producido por alteraciones en el nivel de
expresion del gen YPLOO7C. Por otra parte, se ha llevado a cabo un estudio de
caracterizacion fenotipica del mutante TD28mj103, obtenido por recombinacion genética y
que posee una mutacién puntual en el aminoacido 148 de la proteina Ypi007cp, de modo
que la asparragina original esta substituida por una tirosina. Esta mutacion habia sido
identificada previamente en el mutante MJ103 como la responsable del fenotipo
termosensible. La caracterizacion del mutante TD28mj103 se ha realizado de una forma
sistematica, tratando de determinar la funci6on de la proteina Ypl007cp mediante la
identificaciéon de los procesos alterados, e intentando complementar el fenotipo
termosensible del mutante mediante el aporte exdgeno de diferentes substratos cuya
sintesis pudiera estar alterada y fuera la causa del fenotipo observado. En general, se ha
evaluado ¢l comportamiento del mutante a la temperatura permisiva de 26°C y a la
restrictiva de 37°C, utilizando solamente en algunos ensayos la temperatura semipermisiva
de 30°C, ya que el fenotipo mostrado en estas condiciones podria ser una consecuencia
indirecta de la mutacién estudiada.
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La proteina YplO07cp no ha presentado homologia con ninguna de las proteinas de
las bases de datos publicas y privadas consultadas, y tampoco ha sido posible detectar en su
secuencia alguno de los dominios funcionales caracterizados, e incluidos en la base de
datos PROSITE (Bairoch, 1991). Por ambos motivos, no se le ha podido atribuir una
funcién determinada, y ha sido incluida entre el 40% de las proteinas de S. cerevisiae de las
que aun se desconoce su funcionalidad (Johnston, 1996). El analisis de su secuencia
aminoacidica mediante comparaciones con la base de datos PROSITE ha permitido
identificar diversas zonas susceptibles de modificacion enzimdtica (figura 31), como son
zonas de fosforilacién por diversas quinasas, como la protein quinasa C, la casein quinasa
II, tirosin quinasas y las quinasas dependientes de cAMP o ¢cGMP. Ademas, posee posibles
zonas de N-glicosilacion y de miristoilizacién. Por tanto, es posible que la proteina sea
regulada mediante alguno de los procesos de modificaciéon mencionados.

Se han identificado dos posibles sitios de inicio de la transcripcién del gen
YPLOO7C, a -178 y a -375 del ATG inicial, en células de S. cerevisige en crecimiento
exponencial (figura 32). Estos resultados podrian sugerir la existencia de una compleja

“regulacion de la expresion del gen, aunque no se puede descartar la parada inespecifica de
la enzima retrotranscriptasa en el ensayo de extension por cebador. También este
experimento ha permitido delimitar la secuencia promotora del gen, e identificar asi
diferentes elementos en su extremo 5° anterior a la fase abierta de lectura (figura 31), como
son MAT-al (Miller ef al., 1985), STRE y HSE (Ruis y Schiiller, 1995), UAS2 (Dang et
al., 1994), CT box (Tornow et al., 1993), UASNrr (Coffman et al., 1994) y MCB (Aldea et
al., 1994) (figura 26), cuya implicacién en la regulacion de la transcripcion génica ha sido
analizada mediante Northern blot.

La proteina Ypl0O7cp es una proteina que mantiene unos niveles bajos y constantes
de mRNA durante todo el ciclo mitético (figura 33). Por este motivo, el elemento MCB de
la region promotora, que es responsable de la expresion temporal de determinados genes en
la fase G1/S del ciclo mitético (Aldea ef al., 1994), no parece participar en la regulacion de
la expresion de este gen. Estos resultados podrian indicar que, o bien la proteina es
funcional durante todo el ciclo celular, pues su transcripcién no esta relacionada con un
momento concreto del ciclo, o bien se podria producir una activacién/inhibicién en un
momento determinado, mediante una modificacion enzimatica como podria ser una
fosforilacién, una glicosilacién o una miristoilizacién, ya que existen regiones
aminoacidicas susceptibles de sufrir estos tipos de modificaciones.

No se han detectado diferencias entre los niveles de mRNA de las cepas diploides y
haploides analizadas, ni entre las levaduras de tipo a y o estudiadas (figura 34 panel 1). Por
este motivo, la expresion de esta proteina parece ser independiente del haplotipo celular y
del tipo sexual, aunque existe una secuencia MAT-al en la regidn promotora del gen, que
ha sido implicada con la represion de la expresion de genes especificos de células
haploides (Miller et al., 1985).

La ligera diminucion de los niveles de mRNA observada en las células que entran
en fase estacionaria, con respecto a las que se encuentran en fase exponencial (figura 34
panel 2), es un comportamiento frecuente entre la mayoria de las proteinas que participan
en aquellos procesos metabélicos més activos en células en crecimiento exponencial que en
estado estacionario (Bataillé et al., 1991). Las células en este estado incrementan la sintesis
de otro tipo de proteinas que les permitan resistir mejor la situacién de carencia de
nutrientes en la que se encuentran (Bataillé er al, 1991). Estos resultados parecen
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relacionar a la proteina Ypl007cp con cualquiera de los procesos metabélicos que son mds
activos en células en crecimiento exponencial que en fase estacionaria.

Asimismo se ha observado una pequefia disminucion del nivel de transcrito en las
células que estan esporulando (figura 34 panel 6), por lo que la proteina Ypl007cp podria
disminuir su actividad en este proceso.

Los niveles de mRNA del gen YPLOO7C de las células crecidas en medios de
cultivo con fuentes de carbono fermentables, como glucosa y galactosa, han sido similares
y ligeramente superiores a los niveles detectados en las células crecidas en una fuente de
carbono no fermentable como es el glicerol (figura 34 panel 3). Estos resultados no han
permitido relacionar al gen YPLOO7C con el metabolismo de las diferentes fuentes de
carbono, a pesar de existir un elemento CT box en la regién 5’anterior a su fase abierta de
lectura, que ha sido implicado en la activacién de la transcripcidén de genes glicoliticos
mediante la union a la proteina GCR1 (Tornow et al., 1993).

El incremento de la expresion del gen YPLOO7C observado en las células de S.
cerevisiae sometidas a una situacion de estrés térmico (figura 34 panel 4), y de estrés salino
(figura 34 panel 5), podrian relacionar a la proteina YplOO7cp con alguno de los
mecanismos de proteccion desarrollados por las células en condiciones adversas. Los
niveles de mRNA han aumentado en las células sometidas durante 40 y 60 min a ambas
situaciones de estrés, coincidiendo con el comportamiento de otros genes cuya implicacion
en procesos de proteccién celular ha sido descrita (Winderickx et al., 1996). Por este
motivo, aunque el incremento de la expresién del gen YPLOO7C en las condiciones
analizadas es menor que el que suele ocurrir en otros genes que se hiperproducen en
situaciones de estrés (Craig, 1992; Mager y Ferreira, 1993), parece probable que la proteina
Ypl007cp tenga una implicacion indirecta en los mecanismos de respuesta a choque
térmico e idnico. Ademas, existen elementos HSE y STRE en la regién 5’ previa a la fase
abierta de lectura del gen YPLOO7C, que han sido identificadas en otros genes
hiperexpresados en diferentes condiciones de estrés (Ruis y Schiiller, 1995, Mager y
Kruijff, 1995).

El estudio del efecto de la dosis génica ha sido realizado mediante el analisis
comparativo del fenotipo de las cepas diploides que poseen un unico alelo del gen
YPLOO7C y las que poseen los dos (figura 36). También se ha analizado comparativamente
el comportamiento de cepas haploides transformadas con el gen clonado en un vector
episémico bajo un promotor PGK y el de la cepa silvestre (figura 35). En ningun caso se
han detectado diferencias en cuanto a la morfologia, crecimiento y viabilidad a 26 y a 37°C,
por lo que se deduce que la presencia de un tnico gen en el diploide es suficiente para
permitir el comportamiento normal de la célula. Ademds, se podria concluir que la
hiperexpresion no parece provocar toxicidad en las levaduras analizadas.

Para obtener més informacion que pudiera orientar sobre la funcionalidad de la
proteina Ypl007cp, se ha utilizado el “sistema dos hibridos”, que permite detectar
interacciones entre proteinas. Los ensayos realizados, no han mostrado ninguna interaccion
entre Ypl0O7cp y otra proteina del genoma de S. cerevisige. Esta técnica presenta diversas
limitaciones (Fields y Sternglanz, 1994) que podrian justificar este resultado negativo,
como seria el caso de que Ypl007cp interaccionara de forma breve e inestable con otras
proteinas de modo que no se formara un complejo estable capaz de activar la transcripcion.
También podria ocurrir que el complejo proteico formado no pudiera entrar o fuera
expulsado rapidamente del nucleo, o podria ser que los niveles de expresion de la proteina
Ypl007cp fueran tan bajos que no llegara al nucleo, o lo hiciera de manera tan escasa que la
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actividad B-galactosidasa fuera indetectable. Otra posible causa seria que la proteina
Ypl0O7cp modificara sus caracteristicas estructurales al ser sintetizada como proteina de
fusion. Asimismo existiria la posibilidad de que YplOO7cp interaccionara con una
estructura proteica compleja y no con una proteina libre. La busqueda de supresores
extragénicos de yp/007c entre los genes de una libreria episomica de S. cerevisiae tampoco
ha tenido éxito, lo que aparentemente sugiere que ninguna otra proteina sobreexpresada de
esta levadura es capaz de substituir la funcionalidad de Ypl007cp.

Los resultados obtenidos de los estudios realizados hasta el momento han permitido
concluir que el gen YPLOO7C es un gen esencial, que tiene unos niveles bajos de expresion
durante todo el ciclo mitético, y que podria estar implicado de manera indirecta en
situaciones de estrés térmico e idnico. El analisis de las caracteristicas fenotipicas del
mutante TD28mj103, como segunda aproximacion al estudio de la funcionalidad de la
proteina, ha permitido obtener una informacién complementaria a la obtenida en los
estudios anteriores ya descritos, y ha corroborado los resultados previos.

La menor tasa de crecimiento del mutante TD28mj103 en YEPD a 26°C (figura 40)
y la aparicion de una morfologia més redondeada (figura 41), han indicado que la
substitucién de la asparragina 148 por tirosina origina una alteracién en la funcionalidad de
la proteina Yp/007cp, incluso en las condiciones permisivas en las que la cepa es capaz de
proliferar. Ademas da lugar a una alteracion de la distribucion de la poblacién en funcién
de su contenido en DNA. Asi los mutantes poseen un incremento de las células n (figura
40), mientras que los mutantes complementados con el gen YPLOO7C en monocopia
recuperan su fenotipo normal (figura 44). Ambos comportamientos podrian ser la
consecuencia de un alargamiento de la fase GO0/Gl, que suele ser la fase mas
frecuentemente modificada en los mutantes que presentan variaciones de su crecimiento
(Slater ef al., 1977).

Por otra parte, esta misma mutacidon provoca la detencién del crecimiento del
mutante a 37°C. Esta detencion se produce tras una, dos o tres divisiones celulares, de
manera variable entre las diferentes células de un mismo cultivo (figura 42). Este
comportamiento sugiere que, o bien la proteina Ypl007¢p tarda un tiempo en inactivarse a
37°C y permite por tanto, varias divisiones celulares previas a su total pérdida de actividad,
o bien que existe una “reserva” de alguna molécula generada por la proteina Ypl007cp que
hace posible la proliferacion celular hasta su agotamiento como consecuencia de la
inactivacién de Ypl0O7cp a la temperatura restrictiva. Esta tiltima hipétesis ya habia sido
indicada al analizar el comportamiento de las esporas que poseian el gen YPLOO7C
interrumpido y que llevaban a cabo unas seis divisiones celulares (figura 29). También se
ha observado que las células en fase exponencial en condiciones permisivas son capaces de
dividirse a 37°C un numero mayor de veces que las células que se encuentran en fase
estacionaria, por lo que posiblemente podria existir una mayor cantidad de proteina
Ypl007cp o de su producto activo en las células en crecimiento activo. Esta hipétesis
también estaria justificada por los resultados obtenidos en los ensayos de Northern blot, en
los que se ha detectado una mayor expresion del gen YPLOO7C en las células en
crecimiento exponencial que en las células en fase estacionaria (figura 34 panel 2).

La detencién del mutante a 37°C supone la pérdida de la capacidad de las células
detenidas para formar nuevamente colonias en condiciones dptimas, pero no su lisis, ya que
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solamente el 30% de la poblacién incubada 24 horas a 37°C, que es incapaz de crecer en
YEPD a 26°C se tifie con yoduro de propidio (figura 53). Este resultado parece sugerir que
la alteracion de la actividad de la proteina Ypl007cp podria provocar alguno de los estados
fisiolégicos denominados durmiente, moribundo o latente, que se caracterizan por una
disminucién en la produccion de energia (Davey y Kell, 1996). El mutante TD28mj103
experimenta una disminucién progresiva de su actividad mitocondrial a 37°C (figura 53),
como ha quedado demostrado por la técnica de citometria de flujo mediante tincién con
rodamina 123 y yoduro de propidio, que es la técnica de eleccion para determinar el estado
fisioldgico de las células (Davey y Kell, 1996). Esta alteracion de la actividad mitocondrial
podria ser originada por una modificacién de alguno de los elementos encargados de
mantener el potencial de membrana mitocondrial, como son los implicados en la cadena de
transporte de electrones o en la fosforilacién oxidativa. Ninguno de estos procesos ha sido
considerado esencial para la viabilidad celular de S. cerevisiae, ya que esta levadura es
capaz de realizar un metabolismo fermentativo en ausencia de actividad respiratoria
mitocondrial (Tzagoloff y Dieckmann, 1990). Por este motivo seria posible que la pérdida
del potencial de membrana mitocondrial fuera un efecto secundario a una modificacién en
la membrana mitocondrial, que ademas de los efectos descritos, provocara otras
alteraciones que dieran lugar a la detencion del crecimiento a 37°C y a la progresiva y lenta
muerte celular.

El comportamiento termosensible del mutante TD28m;j103 sobre diferentes fuentes
de carbono, como glucosa, galactosa, glicerol y acetato potasico (figuras 43 y 44), ha
mostrado que la actividad de la proteina Ypl007cp es requerida por las células tanto para la
obtencién de energia a partir de la oxidacion de los substratos, como a partir de la
fermentacidn de los mismos.

El estudio metabdlico del mutante TD28m;j103, realizado mediante el analisis de
los metabolitos consumidos y generados a 26°C en fermentadores con medio YEPD, ha
mostrado que la cepa mutante consume mas lentamente la glucosa que la cepa silvestre
(figura 44). Este comportamiento podria ser la consecuencia del enlentecimiento de ciclo
celular por un posible alargamiento de la fase GO/G1 (Slater ef al., 1977). Ademas, se ha
verificado la existencia de diferencias en el consumo de aminoacidos, de modo que la cepa
mutante sigue consumiendo aminoécidos una vez agotada la glucosa del medio de cultivo,
a diferencia de la cepa silvestre que detiene su consumo. También se ha observado que el
mutante produce a 26°C una mayor cantidad de etanol y de un producto cuya estructura aun
estd siendo determinada. El estudio metabélico a 37°C ha mostrado un comportamiento
similar de las cepas mutante TD28m;j103 y silvestre TD28, que detienen su crecimiento
una vez agotada la glucosa, sin que se produzca una parada previa del mutante como
consecuencia de su termosensibilidad (figura 45). Este resultado parece ser la consecuencia
de la elevada concentracion celular de los cultivos, de modo que las escasas divisiones que
realiza el mutante previas a su detencidén como consecuencia de la mutacidén, son
suficientes para agotar la glucosa del medio de cultivo, ya que la fermentacion se ha
realizado en un fermentador de 20 litros que carecia de alimentacién continua. Por este
motivo se han realizado ensayos similares con cultivos de menor concentracion celular, que
permitieran Ia manifestacion del fenotipo termosensible previamente al consumo total de la
glucosa. Sin embargo la modificacion de los caldos en estos ensayos ha sido tan escasa,
como consecuencia del bajo nimero de células crecidas, que no ha sido posible analizar el
consumo y produccion de metabolitos por cromatografia liquida de alta presion (HPLC).
Por tanto, seria necesario realizar ensayos con cultivos de alta concentracion celular en
fermentadores alimentados con flujo continuo, que evitaran el agotamiento de glucosa, y
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permitieran conocer si la cepa mutante detenida a 37°C mantiene un metabolismo basal y
genera compuestos procedentes de alguna ruta metabdlica alterada, lo cual podria implicar
a la proteina Ypl007cp en un proceso determinado.

La observacion de un menor crecimiento de la cepa mutante TD28mjl03 en
presencia de cloruro sodico junto con una alteraciéon morfoldgica (figuras 48 y tabla 21),
podria indicar una participacién de la proteina YplOO7cp en alguno de los procesos
celulares que permitiera a S. cerevisiae compensar una situacion de estrés idnico. También,
el incremento de tamafio que experimentan las ascas de la cepa diploide interrumpida en
uno de los alelos del gen YPLOO7C, al ser resuspendidas en un medio hipoosmdtico
corrobora la hipotesis de que la proteina YplOO7cp podria participar en algin mecanismo
de regulacion de la homeostasis celular. Ademas, los resultados previamente obtenidos en
los ensayos de Northern blot (figura 34 panel 5) habian demostrado un ligero incremento
de la expresion de YPLOO7C en las células incubadas en presencia de cloruro sddico 0,5 M,
insuficiente para incluir a la proteina Ypl0O7cp en el grupo de las proteinas
hiperproducidas en condiciones de estrés (Craig, 1992; Mager y Ferreira, 1993), pero que si
permitia establecer algin tipo de regulacién indirecta o funcionalidad incrementada en
estas situaciones. La regulacién del volumen celular asi como el control de pH intracelular,
dependen directamente de la integridad de la membrana plasmatica, ya que a través de ella
tiene lugar un intercambio de iones y compuestos, y son esenciales para la correcta
funcionalidad celular. En situaciones de estrés osmético las células se osmorregulan
ajustando los flujos de iones y niveles de solutos organicos. Una modificacion de las
propiedades fisicas de las membrana, como su fluidez, grado de saturacién de los 4cidos
grasos, etc., provoca directamente modificaciones de los procesos de difusion pasiva (Van
der Rest ef al, 1995). Asimismo una modificacion de la membrana podria originar
alteraciones en los canales que conducen aniones y cationes a favor de un gradiente
electroquimico, que parecen tener un papel importante en la osmorregulacién en
condiciones de estrés osmotico, o en las proteinas que permiten el transporte activo de
iones y que participan en el mantenimiento y regulacion del volumen celular (André,
1995). Por este motivo, seria posible gue €l mutante poseyera alguna modificacién en la
composicion lipidica de la membrana plasmatica que produjera la desregulacion de los
sistemas de transporte (Varela y Mager 1996), de modo analogo al descrito en una cepa
mutada en una de las enzimas implicadas en el mantenimiento de niveles normales de
ergosterol y de otros esteroles en las membranas celulares, que posee incrementado los
niveles de iones Na que entran en la célula (Welihinda et al., 1994).

La proteina Ypl007cp no ha podido ser relacionada con los procesos de proteccion
celular en condiciones de estrés osmotico por sorbitol, ni de ayuno de fuentes de carbono y
de nitrégeno, ya que el comportamiento de la cepa mutante en estas condiciones ha sido
similar al de la silvestre (figuras 49 y 50). Este resultado parece conferir cierta
especificidad a la proteina YplOO7cp en cuanto a su implicaciéon en determinadas
condiciones de estrés, como es el ionico. Por otra parte, la ausencia de complementacion
del fenotipo termosensible de la cepa mutante a 37°C en presencia de concentraciones
isoosmoticas de sorbitol, parece indicar que la alteracion celular no consiste Gnicamente en
una medificacién de las propiedades fisicas de la pared celular, ya que generalmente, los
mutantes de este tipo proliferan en medios estabilizados osmoéticamente (Hampsey, 1997).

La verificacion de la termosensibilidad del mutante TD28m;)103 a 37°C en ausencia
de oxigeno, al igual que ocurria en atmdsferas aerobias, ha permitido confirmar que la
actividad de la proteina Ypl0OO7cp es necesaria para ambas situaciones. Por este motivo, es
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posible que la regulacién de esta proteina no dependa directamente del oxigeno (Zitomer y
Lowry, 1992).

La proteina Ypl0O7cp no ha podido ser relacionada con la ruta de las MAP
quinasas, ya que no se ha detectado un incremento de la sensibilidad del mutante a la
cafeina a 26°C, que es el fenotipo mostrado frecuentemente por mutantes de esta ruta
(Hampsey, 1997). Tampoco se ha podido demostrar que la termosensibilidad de
TD28m;j103 haya sido la consecuencia de una alteracién en el proceso biosintético del
cAMP, ya que la adicién exdgena de dicho compuesto, que puede ser internalizado y
compensar posibles deficiencias en su sintesis (Baroni et al 1992. Baroni ez al., 1994), no
ha sido capaz de restaurar la proliferacion del mutante a 37°C.

El menor crecimiento del mutante en un medio sélido con etanol como fuente de
carbono (figura 44), ha sido atribuido a un incremento de la sensibilidad al efecto toxico
del etanol como consecuencia de la mutacion ypl007¢. Previamente se ha descartado la
posibilidad de que este fenotipo pudiera estar originado por una-deficiencia en el
metabolismo de este substrato, ya que la adicion de glucosa al medio con etanol no restaura
el crecimiento del mutante. El incremento de la toxicidad del etanol sobre el mutante
(figura 51), podria haber sido la consecuencia de un posible efecto sumativo entre el etanol
del medio y el generado como producto metabdlico, que como se ha comentado con
anterioridad, es producido en mayor cantidad en el mutante que en el silvestre (figura 45).
Sin embargo, la concentracion total de etanol que podria actuar sobre el mutante, no es tan
elevada como para justificar un incremento de su sensibilidad. Por otra parte, para tratar de
detectar si existe en el mutante una alteracion en los mecanismos de compensacion del
dafio oxidativo provocado por el etanol, se ha analizado la funcionalidad de la enzima
superéxido dismutasa mitocondrial y de la peroxidasa citopldsmica (Costa ef al., 1993).
Las actividades de ambas enzimas han sido analizadas mediante citometria de flujo,
mostrando un comportamiento similar en el mutante TD28mj103 y en el silvestre TD28 en
las condiciones empleadas, por lo que parece probable que la toxicidad del etanol sea
debida a otras causas.

Se ha sugerido la existencia de una posible alteracién de la sintesis de alguno de los
componentes de la membrana plasmatica, como consecuencia de la mutacion ypl007c. Las
células de S. cerevisiae que crecen en presencia de etanol poseen una composicion de sus
membranas plasmaticas diferentes a las que crecen en ausencia de este compuesto
(Alexandre, 1994). Por este motivo parece probable que si ¢l mutante TD28mj103 posee
una composicion alterada de la membrana plasmaética o es incapaz de llevar a cabo esta
modificacion, podria presentar una mayor sensibilidad a etanol. Por otro lado, la mayor
sensibilidad del mutante a los antifingicos anfotericina B y miconazol que actiian a nivel
de la membrana plasmatica (figura 52) (Georgopapadakou y Walsh, 1996), parece apoyar
la hipétesis de que la proteina Ypl007cp podria estar relacionada de algun modo con la
integridad de la membrana plasmatica. De este modo también podria justificarse la
disminucion del potencial de membrana mitocondrial que ocurre en los mutantes incubados
a 37°C, ya que modificaciones en la composicion de la membrana mitocondrial,
especialmente en la concentracién del ergosterol o de los écidos grasos insaturados,
provoca una pérdida de la permeabilidad selectiva de los H". Asi se produce una entrada de
H' desde el citosol al interior de la mitocondria origindndose un desacoplamiento de la
fosforilacion oxidativa y una disminucién en el potencial de membrana (Astin y Haslam,
1977).
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Los estudios orientados a identificar posibles alteraciones en la composicion de la
membrana plasmatica del mutante que sean la causa de su termosensibilidad, no han
revelado ningin resultado concluyente. El ergosterol es uno de los componentes
mayoritarios de las membranas de S. cerevisiae y es esencial para su viabilidad celular, por
lo que una alteracién en su proceso biosintético como consecuencia de la mutacion
ypl007c, podria originar la termosensibilidad del mutante TD28m;j103. Sin embargo no se
ha podido demostrar la implicacion de la proteina YplO007cp en este proceso biosintético,
ya que el mutante mantuvo su termosensibilidad a 37°C en presencia de un suplemento
exogeno de ergosterol, a pesar de que este compuesto puede penetrar al interior de las
cepas incapaces de sintetizarlo, y cubrir asi sus necesidades vitales (Youings y Rose, 1989;
Lorenz et al., 1989). Tampoco se han podido detectar modificaciones de los procesos
biosintéticos generales de lipidos y de proteinas mediante citometria de flujo, pero las
limitaciones de esta técnica no permiten eliminar la posibilidad de que se hayan producido
variaciones cualitativas entre los compuestos sintetizados, o modificaciones en las
concentraciones de alguno de los componentes que se encuentran en la membrana
plasmaética en pequefias cantidades.

El cambio morfolégico de la cepa mutante TD28mj103, que adopta una morfologia
menos ovalada que la cepa silvestre (figuras 41 y 54), junto al engrosamiento de la pared
de dicha cepa incubada a 37°C durante 24 horas (figura 56), parecen sugerir un efecto
directo o indirecto de la proteina YplOOcp sobre la sintesis de la pared celular. Adem4s la
aparicion de unos acumulos puntuales, intensamente tefiidos por el blanco calcofluor,
redondeados y situados aparentemente en una zona cercana a la superficie celular, en el
20% las c€lulas mutantes incubadas a 37°C durante 24 horas (figura 55), podria corroborar
la existencia de una modificacion de la actividad de las enzimas que participan en la
biosintesis de la pared celular. Unos actimulos de quitina, similares en cuanto a su
morfologia y distribucion celular a los actimulos observados en TD28mj103, han sido
descritos previamente en células de C. albicans tratadas con concentraciones
subinhibitorias de antifingicos de tipo azdlico (Vanden Bossche, 1985; Polak, 1990). Esta
analogia entre el mutante en estudio y las células de C. albicans alteradas en la biosintesis
del ergosterol como consecuencia del tratamiento antifiingico, parece confirmar la hipétesis
de que TD28mjl103 podria presentar alguna alteracion en su membrana plasmdtica que
originara como consecuencia una modificacién de la actividad de las enzimas implicadas
en la sintesis de quitina. La regulacion espacial y temporal de este proceso biosintético de
la pared celular todavia no esta bien caracterizado (Cid et al., 1995), pero se ha propuesto
la localizacién de las quitin sintetasas en unas zonas de la membrana plasmatica
especialmente ricas en ergosterol (Bottema ez al., 1983). En este caso una modificacién en
la biosintesis de este esterol podria provocar importantes alteraciones en la funcionalidad
de estas proteinas, aunque es posible que la modificacién de otros componentes de la
membrana también produjera un efecto similar. En general, parece razonable suponer que
una alteracién en la membrana plasmatica a la que se encuentran asociadas las quitin
sintetasas, podria provocar directa o indirectamente, una hiperactivacién o una activacion
inespecifica de estas enzimas, o dificultar su correcto desplazamiento hasta el lugar de
actuacion. En ambos casos se originaria un depésito anormal de quitina y por tanto, una
modificacion estructural que podria ser la causa de la termosensibilidad del mutante. El
mutante TD28mj103 ha mostrado una cantidad ligeramente superior de polimero con
afinidad por el blanco calcoflior que la cepa silvestre tras 24 horas de incubacion a 37°C,
por lo que parece probable que los actimulos observados sean consecuencia de una
alteracion de los procesos regulatorios de localizacion de la quitina. Sin embargo, no debe
descartarse la posibilidad de que los acimulos fluorescentes estén constituidos por un
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polisacrido aberrante sintetizado como consecuencia de la modificacién de alguna ruta
metabolica, que también presente afinidad por el blanco calcoflior (Bulawa, 1993).

El andlisis ultraestructural de la membrana plasmatica de la cepa mutante
TD28m;j103 y de la cepa silvestre mediante microscopia electronica de transmision, no ha
permitido detectar ninguna diferencia en el numero, agrupacién y distribucién de sus
particulas e invaginactones (figuras 57 y 58), que por ser caracteristicas propias del estado
de la membrana podrian reflejar pequefios cambios en ella (Necas et al., 1981). Sin
embargo, el engrosamiento de la pared celular de las células mutantes incubadas a 37°C
durante 24 horas, podria sugerir la existencia de una modificacion directa o indirecta de la
actividad de algunas de las proteinas implicadas en su sintesis, y que se localizan en la
membrana plasmatica.

Los resultados obtenidos hasta el momento sugieren una posible participacion de la
proteina Ypl007cp en la correcta funcionalidad de la membrana plasmitica y mitocondrial
de S. cerevisiae, aunque seria necesario profundizar en el estudio de la composicion y
fisiologia de estas membranas para verificar la existencia de una alteracién. La proteina
Ypl007cp podria participar de manera directa, en el caso de que estuviera integrada en la
membrana mediante el posible dominio transmembrana identificado en su secuencia, o de
manera indirecta, llevando a cabo la sintesis de algiin componente estructural o regulando
la actividad de otras proteinas. Para diferenciar entre ambos tipos de actuaciones, seria
conveniente localizar de una manera precisa la proteina, mediante el empleo de anticuerpos
monocionales sobre células enteras o, en el caso de que la sefial obtenida fuera insuficiente,
sobre fracciones celulares. Esta técnica, que requiere la previa purificacion de la proteina
para la obtencion de anticuerpos, permitiria confirmar si la proteina YplOO7cp posee la
localizacion generalizada que ha sido observada tras los experimentos realizados con
anticuerpos policlonales, o bien se localiza exclusivamente en las membranas, con lo que
se podria sugerir algin tipo de funcién celular. Por otra parte, la purificacion y
cristalizacion de la proteina Ypl0O7cp podria revelar informacidn suficiente para comenzar
un disefio racional de antifingicos. Ademas, la bisqueda de homologias con las nuevas
proteinas que se estan identificando en otras especies podria revelar la clave de la actividad
y funcionalidad de esta proteina, que debe ser conocida antes de disefiar un ensayo de
btisqueda de inhibidores.

Los resultados obtenidos de estos estudios confirmaran si la proteina Ypl007cp, que
por los estudios realizados en este trabajo parece cumplir las caracteristicas apropiadas para
constituir una diana antifiingica, sigue resultando de interés para la industria farmacéutica y
puede ser utilizada para llevar a cabo ensayos in vitro para la blisqueda de inhibidores, o
permite disefiar racionalmente compuestos que interaccionen con ella basiandose en el
conocimiento de su estructura tridimensional.
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VL. CONCLUSIONES

1. Se han aislado 297 mutantes incapaces de crecer en diferentes condiciones, a partir de la
cepa de S. cerevisiae S288C. Su estudio fenotipico ha permitido seleccionar 13 mutantes
termosensibles con fenotipo repetitivo y mutacién estable, que han sido caracterizados
genéticamente, con la intencidn de identificar posibles dianas antifungicas.

2. La caracterizacion genética de los 13 mutantes seleccionados ha permitido identificar 7
genes capaces de complementar su fenotipo termosensible. Al menos 5 de estos genes,
CDC68, TAFyl45, PRP19, MPS1, YPLOO7C son esenciales para S. cerevisiae, y uno de
ellos, el YPLOO7C, aun no habia sido secuenciado por el proyecto Genoma en el momento
de su clonacion. De este modo se confirma que el analisis de mutantes letales
condicionales es una estrategia directa y rdpida para identificar genes esenciales y
potenciales dianas novedosas.

3. Se ha clonado el gen HSP30 en diversas ocasiones a partir de la complementacion de
mutantes termosensibles obtenidos con diferentes agentes mutagénicos. Este gen podria
estar actuando como supresor de mutaciones en diferentes genes de S. cerevisiae en bajo
numero de copias.

4, Las proteinas Cdc68p y Prp19p son proteinas que por su esencialidad para S. cerevisiae,
ausencia de similitudes con proteinas descritas de humanos y participacién en procesos
conservados entre diversas especies, tienen interés como posibles dianas antifiingicas,
susceptibles de ser estudiadas en el futuro.

5. La proteina TAF145 también posee interés como posible diana ya que, a pesar de
presentar homologia con la proteina humana TAF;;240, podrian existir compuestos capaces
de interaccionar especificamente con ella.

6. La proteina Mpslp tiene especial interés como diana antifingica por ser una proteina
esencial para S. cerevisiae, con escasa similitud con las proteinas humanas descritas y cuya
actividad serin-treonin-tirosin quinasa estd caracterizada. La substitucion E517K en el
dominio catalitico-de la proteina Mpslp provoca su inactivaciéon a 37°C, probablemente
como consecuencia de una modificacion de su estructura tridimensional.

7. El gen YPLOO7C es un gen esencial para S. cerevisiae. La transversion A—T en el
nucleétido 442 provoca un fenotipo termosensible en el mutante.

8. No se han detectado genes con homologia significativa a YPLOO7C en otros hongos
como Candida albicans y Aspegillus fumigatus, ni en linfocitos humanos. Tampoco se han
identificado proteinas homélogas entre las presentes en diversas bases de datos.

9. El gen YPL007C mantiene unos niveles de expresion bajos y constantes durante el ciclo
mitdtico y meidtico de S. cerevisiae. La transcripcion de dicho gen es similar en levaduras
con diferente haplotipo y tipo sexual, asi como en las células que han crecido en diferentes
fuentes de carbono.

10. La existencia de un posible dominio transmembrana de la proteina Ypl007cp sugiere
que esta proteina podria localizarse en las membrana de S. cerevisiae y podria participar en
los mecanismos de proteccion celular en las condiciones adversas de hiperosmolaridad por
cloruro sédico y temperaturas altas, ya que se ha observado un ligero aumento de la
expresion del gen YPLOO7C en las células de la levadura S. cerevisiae TD28 sometidas a
ambos tipos de estrés.
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Conclusiones

11. Diversos resultados experimentales obtenidos del estudio del mutante TD28mjl103
sugieren la relacion directa o indirecta de la proteina Ypl0O7cp con la integridad de la
membrana de S. cerevisiae, como son: su mayor sensibilidad a etanol, a los antifangicos
anfotericina B y miconazol, y al cloruro sodico, disminucién de su potencial de membrana
mitocondrial a condiciones restrictivas, engrosamiento de su pared y aparicién de actimulos
puntuales tefiidos intensamente por blance calcoflior.
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ABREVIATURAS UTILIZADAS EN ESTE TRABAJO:

uF
Hg

1]
Asponm
AN
ATP
cAMP
Ci

cm
DCFH
dCTP
DMSO
DNA
DTT
EDTA
EMS

GDP
GTP

HPLC
HSP
HTP
IP
IPTG
Kb

mbar
min
ml

NG
ng

p/v
PAGE
pb
PBS
PCR
PEG
PGK
RNA

SDS
SNC
SPB
Tﬂ.
TE
TR
Tris
ts

ufc
uv

microfaradios

microgramos

microlitros

absorbancia a 600 nm

dcido nitreso

adenosin trifosfato
adenosina-5’-monofosfato-ciclico
curio

centimetro

dihidrocloro fluoresceina
deoxicitosin trifosfato

dimetil sulféxido

acido desoxirribonucleico
ditiotreitol

acido etilen diamino tetracético
etilmetano sulfonato

gramo

guanosin difosfato

guanosin trifosfato

horas

cromatografia liquida de alta presién
proteinas de respuesta a estrés térmico (Heat Shock Proteins)
ensayos in vitro de elevado rendimiento (hightrouhput screening)
ioduro de propidic
Isopropil-B-D-tiogalactopirandsido
kilobase

litro

Molar

milibar

minuto

mililitro

milimolar

normal

nitrosoguanidina

nanogramos

nanometros

peso/volumen

electroforesis en gel de poliacrilamida
pares de bases

tampdn fosfato salino

reaccion en cadena de ia polimerasa
polietilenglicol

fosfoglicerato quinasa

acido ribonucléico

segundo

dodecil sulfato sédico

sistema nervioso central

cuerpo polar del huso mitético (Spindle Pole Body)
temperatura

tampodn Tris-EDTA

tasa de reversion de la mutacién
tris(hidroximetil)aminometano
termosensible

unidades

unidades formadoras de colonias
ultravioleta



Abreviaturas

v voltios
viv volumen/volumen
X-Gal 5-bromo-4-chloro-3-indolil-B-galactosido
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