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ABREVIATURAS Y SIGLAS

A = Disrupcion

IPPA = Fosfatasa

5’UTR = “5’Untranslated region”

aa = Aminodcido

ATP = Adenosin tri-fosfato

cAMP = Adenosin mono-fosfato ciclico

Cdc = Ciclo de division celular (“Cell Division Cycle”)
CDK = Kinasa Depeniente de Ciclina (“Cyclin-Dependent Kinase”)
cDNA = DNA copia

CF = Calcofluor

C-terminal = Carboxiterminal

DAPI = 4’,6-diamidino-2-phenylindole

DEPC = Dietilpirocarbonato

DIC = “Differential Interference Contrast”

DMSO = Dimetilsulféxido

DNA = Acido desoxirribonucleotido

dNTPs = Desoxinucleotidos trifosfato

DO = Densidad 6ptica

DTT = Ditiotreitol

EDTA = Acido etilendiaminotetraacético

FRAP = “Fluorescence Recovery After Photobleaching”
GAP = “GTPase Activating Protein”

GCK = Quinasas del centro germinal

GIcNAc = N-acetil-D-glucosamina

GEF = “Guanine nucleotide Exchange Factor”

GFP = Proteina Fluorescente Verde

GTP = Guanosin trifosfato

GTPasa = Guanosina trifosfatasa

HEPES = (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid )
HM = Motivo hidrofébico

HSS = “Hyphae-Specific State”

HSG = Genes especificos de hifas

Kda = Kilodaltons

kV = kilovoltios

LB = “Luria Broth”

LiAc = “litium Acetate”

MEN = “Mitotic Exit Network”

MET = Metionina

mRNA = RNA mensajero

MOR = “Morphogenesis related NDR kinase network”
MTTFs = “Membrane-Tethered Transcription Factors”
N-terminal = Aminoterminal

NDR = “Nuclear Dbf2-related family”

NES = Seial de exportacion nuclear

NLS = Sefial de importacién nuclear

NORS = “Non-Regulated Secundary Structure”

ORF = Fase de lectura abierta

Pb = Pares de bases



PBS = Tampdn fosfato salino

PBS- T = Buffer fosfato salino mas Tween al 1%
PCR = Reaccidén en cadena de la polimerasa
PEG = Polietilen Glicol

PIP = Fosfoinositoles fosforilados

PKA = Protein kinasa A

PMSF = “Phenylmethylsulfonyl fluoride”

PVDF = “Polyvinylidene fluoride”

gRT-PCR = PCR cuantitativa

RACE = “Rapid Amplification of cDNA Ends”
RIP = “Regulated Intramembrane Proteolisis”
RAM = “Regulation of Ace2 and Morphogenesis”
RNA = Acido Ribonucleico

RNAasa = Ribonucleasa

r.p.m = Revoluciones por minuto

RUP = “Regulated Ubiquitin/proteasome-dependent Processing”
SDS = Dodecil Sulfato Sédico

SUE = “Septine Unique Element”

SUMO = “Small Ubiquitin-Related Modlifier”
TCA = Acido tricloroacético

TM = Transmembrana

UORF = “Upstream Open Reading Frames”

UPR = “Unfolded Protein Response”

UV = Ultravioleta

YEPD = “Yeast Extract Peptone Dextrose”

YNB = “Yeast Nitrogen Base”

VIH = Virus de la inmunodeficiencia humana
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1.1 LEVADURAS: LOS ORGANISMOS MODELO POR EXCELENCIA

Con sélo una decima parte del tamafio de un leucocito, las levaduras presentan muchas de las funciones celulares
de los organismos superiores; asi, aproximadamente 200 genes involucrados en enfermedades humanas
presentan homadlogos en el genoma de estos microorganismos (Phillips et al., 2006). Tan importante y amplio ha
sido su estudio como modelo, que en la actualidad la mayor parte del conocimiento que se tiene del ciclo celular

y su control ha sido gracias a las levaduras antes que a cualquier otro organismo modelo.

Probablemente la contribucion mas importante de las levaduras modelo (Saccharomyces cerevisiae y
Schizosaccharomyces pombe) y de la comunidad cientifica que estudia la biologia de estos organismos, ha sido
la de describir las conexiones de genes y proteinas con las funciones que éstas Ultimas cumplen en la célula.
Ademas, los métodos para introducir mutaciones dirigidas por el investigador en el genoma de las levaduras han
hecho particularmente facil el estudio no solamente de las funciones bioquimicas, sino también las consecuencias

bioldgicas de la falta de la funcidn de un gen (Botstein y Fink, 2011).

Durante los ultimos afios, el hongo patégeno Candida albicans ha surgido como un modelo de estudio muy
interesante. Al igual que otros hongos patégenos, comparte muchos de sus procesos bioldgicos con los seres
humanos, lo que implica que la mayor parte de las drogas antifiingicas pueden también causar efectos colaterales
a quien las consume. Este hecho conlleva que las dosis a las que pueden ser usados los antiflingicos, tengan
efectos fungistaticos mas que fungicidas. Por tanto, un objetivo importante de las investigaciones con modelos
como C. albicans reside en el hecho de identificar dianas apropiadas para las terapias antifingicas (Berman vy
Sudbery, 2002).

1.2 LAS INFECCIONES FUNGICAS Y SU IMPORTANCIA EN SALUD PUBLICA

Desde la década de los 80, los hongos han surgido como los mayores agentes causales de infecciones humanas,
especialmente en pacientes con el sistema inmune comprometido y hospitalizados con enfermedades graves
subyacentes (Tabla 1). Varios estudios epidemioldgicos sobre las sepsis causadas por hongos demuestran que el
numero de casos de esta enfermedad en EEUU se ha incrementado en un 207% entre 1979 y 2000. Ademds, se

han descrito altos porcentajes de morbilidad y mortalidad asociada a estas infecciones, por lo que esta claro que

Tablal. Agentes causales de micosis oportunistas. La tabla muestra el nimero de casos por cada 1.000.000 de
personas por afio y los porcentajes de mortalidad. Modificado de Sudbery et al. (2004).

QOrganismo No. De casos/millon/aiio Casos (% mortalidad)
Levaduras
Especies de Candida 72.8 339
C. albicans
C. glabrata
C. parapsilosis
C. tropicalis
C. krusei
C. lusitaniae
C. rugosa
C. guilliermondii
C. inconspicuc
C. norvegensis
Especies de Cryptoccocus 65.6 12.7
Hongos hialinos
Especies de Aspergillus 12,4 233
Zigomicetos 1.7 30
Otroshialohifomicetos 12 143
Hongos dematiaceos 1.0 0
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las enfermedades causadas por hongos se pueden considerar como un importante problema de salud publica
(Pfaller y Diekema, 2007). Las comunidades cientifica y médica han clasificado estas infecciones en tres grandes
grupos que incluyen las infecciones adquiridas en la comunidad, como aquellas causadas por Histoplasma spp.
y Blastomyces dermatitidis, |las infecciones oportunistas como la criptococosis y la aspergilosis, y las infecciones

nosocomiales principalmente causadas por especies del género Candida spp.

Dentro de las infecciones causadas por Candida spp., las candidemias son las de mayor interés médico
dado que han sido reportadas por muchos paises alrededor del mundo como una causa muy importante de
morbi-mortalidad en pacientes hospitalizados. Estas han sido asociadas a muchos factores de riesgo como
hospitalizaciones por largos periodos, terapias con antibidticos, uso de catéteres intravenosos y enfermedades
subyacentes como la diabetes. La importancia de las infecciones sanguineas causadas por algunas especies del
género Candida spp. ha sido resaltada por varios estudios publicados en los Gltimos afios. Uno de ellos llevado
a cabo durante 7 afios en distintos hospitales de EE.UU demostré que las especies de este género son la 42
causa mdas comun de las infecciones sanguineas. De igual manera, otro estudio retrospectivo realizado en ese
mismo pais mostro la existencia de un incremento en la mortalidad del 14,5% en pacientes que habian sido

diagnosticados con candidemias (Giri y Kindo, 2012).

El diagnostico y tratamiento apropiados, asi como la prevencién y el conocimiento general de la biologia de las
especies de Candida spp., suponen un gran reto para los médicos y microbiélogos alrededor del mundo, por lo

que el estudio del género resulta una cuestion de gran importancia para la salud publica mundial.

1.3 Candida albicans: EL HONGO PATOGENO MAS COMUNMENTE AISLADO

Se estima que existen 1,5 millones de especies de hongos, mohos y levaduras, de los cuales solamente 50 pueden
ser considerados como patégenos, que en la mayoria de los casos son oportunistas. Los hongos patégenos
que mas afectan a la especie humana incluyen diferentes especies de los géneros Candida (dentro de ellas C.
albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis y C. glabrata), Aspergillus (A. fumigatus) y dermatofitos. Aproximadamente

el 70% de las micosis que revisten gravedad son causadas por el género Candida y el 20% por Aspergillus.

C. albicans es un hongo patdgeno oportunista del ser humano, que en condiciones normales forma parte de la
microbiota habitual del organismo, principalmente la de las membranas mucosas de los tractos gastrointestinal
y genitourinario. Sin embargo, en condiciones en las que la respuesta inmune se encuentra disminuida, este
hongo es capaz de invadir otros tejidos y drganos de su hospedador llegando a producir infecciones sistémicas
que pueden ser de gravedad, causando incluso la muerte del paciente. La mayoria de las infecciones por C.
albicans suelen ser de tipo enddgeno, lo que significa que es la poblacién comensal habitante en el individuo la
que bajo ciertas condiciones es capaz de colonizar el organismo. Se han reconocido una serie de factores que han
posibilitado el incremento de la incidencia en los Ultimos afios dentro de los que se incluyen alteraciones de las
barreras fisicas mucocutaneas, implantacion de protesis o trasplantes de érganos, enfermedades subyacentes
como la diabetes, neoplasias o el VIH, y tratamientos médicos como quimioterapias o el uso de antibidticos
de amplio espectro, los cuales reducen la flora habitual eliminando asi los competidores. Todo ésto ha hecho
que C. albicans, ademas de ser la especie mas frecuentemente aislada de su género (Fig. 1), también sea en la
actualidad el hongo patdégeno mas frecuentemente aislado en hospitales, llegando a constituir mas del 48% de

los aislados clinicos en candidemias en la Unién Europea (De Luca et al., 2012; Tortorano et al., 2006).
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1.3.1 El genoma de C. albicans.

C. albicans es un organismo diploide obligado para el cual ain no se ha descrito un ciclo sexual completo lo que
conlleva a que su propagacion sea netamente clonal. A pesar de su ciclo de vida asexuado, el hongo muestra
una importante variacion cariotipica, la cual aunque podria suponer un problema en organismos que realizan
meiosis, resulta aceptable para poblaciones que se propagan clonalmente, siempre y cuando la progenie sea
viable (Chibana et al., 2000).

Una de las caracteristicas mas importantes del genoma de C. albicans es la enorme cantidad de diferenciaciones
que sufre en la estructura y nimero de sus cromosomas, las cuales le garantizan una importante diversidad
genética como consecuencia de procesos como polimorfismos longitudinales de los cromosomas, translocaciones
reciprocas, pérdida de cromosomas o ganancia de uno de ellos (trisomias). Todas estas alteraciones le permiten
realizar cambios fenotipicos que constituyen una importante estrategia adaptativa para su supervivencia en

diferentes nichos.

Otra caracteristica importante del genoma del género Candida es que en muchas de sus especies (como C.
albicans o C. glabrata) el codén CUG, que en otras especies normalmente codifica para leucina, codifica para
serina. Este ambigiliedad en el uso del codon CUG puede permitirle a C. albicans que bajo condiciones de estrés,
disminuya la tasa de sintesis de proteinas e induzca la expresidn constitutiva de la maquinaria de respuesta a
estrés. Asi, una respuesta permanente al estrés celular se traduce en una mejor adaptacién del hongo a cambios
medioambientales repentinos y severos como en los casos de choque térmico (Santos et al., 1999). De este
modo, la diversidad y versatilidad que presenta el genoma de C. albicans constituyen la principal herramienta de

adaptacion a un sinfin de nichos de los cuales ha sido aislado.

1.3.2 Ciclo Bioldgico de C. albicans.

Durante el transcurso de su evolucion, C. albicans y S. cerevisiae divergieron de un ancestro comun hace 200
millones de afios, y desde entonces han sido capaces de adaptarse a diferentes habitats. Asi, mientras que S.
cerevisiae vive en nichos con altas concentraciones de azucares, C. albicans se ha adaptado a vivir en animales
de sangre caliente llegando a ser parte de la microbiota normal de sus hospedadores. Esta trayectoria evolutiva
como organismo comensal le ha permitido a C. albicans desarrollar una serie de caracteristicas que le confieren
la capacidad de adaptarse rapidamente a los estimulos ambientales (pH, presion de oxigeno, CO,, temperatura y
suero sanguineo) a los que esta sujeto durante la colonizacién de nuevos nichos en el hospedador (Biswas et al.,
2007). Esta habilidad adaptativa le permite realizar numerosas transiciones morfolédgicas (Levadura-hifa, células
“white”-células “opaque”, etc), en las que la célula cambia de forma reversible su morfologia y fisiologia. Esta

capacidad de realizar cambios morfogenéticos

reversibles es importante para la virulencia de C. g oua
) ) ., . B O C. tropicalis
albicans en los modelos de infeccion sistémica. . [ 0 C glabrata
) 2 C. parapsilosis
g O C. abicans
C. albicans se reproduce asexualmente | *
mediante divisiones mitdticas clonales por
gemacién y mediante un CiCIO SeXUaI de| que UE Francia Alemania Italia Espafia  Suiza ReinoUnido
(2089)  {a45) (231) (569) {290) (191) (183}

por el momento se desconoce la fase haploide
Figura 1. Distribucidon de especies de Candida en candidemias. Datos de

(Fig. 2). Esta peculiaridad que impide usar los porcentajes de especies del género Candida spp, presentados por la
Confederacion Europea de Micologia Médica (ECMM). Los numeros en

herramientas de genética clasica, sumado al paréntesis indican el nimero de pacientes. Modificado de Tortorano et al.

hecho de que hasta hace muy poco no existieran ~ (2006).
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Figura 2. Ciclo parasexual de C.
Conjugacion albicans. Las células diploides (2n)
son heterocigotas para el locus MTL

(a/a). Para iniciar el ciclo es necesario
que se pierda la heterocigosis del
¢ locus MTL. Posteriormente, con
- una frecuencia de 10*, células a y a
' White realizan un cambio epigenético de
a,/ o an células “white” a “opaque”, transicion
Opaque ﬂ

Conjugacion

que conlleva la modificacion de la
Pérdida de Opaque transcripcién de més{ de 400. genes.

n Por dltimo, las células diploides
cromosomas . “opaque” o y a conjugan para dar
lugar a un tetraploide 4n, que se
estabiliza en un estado diploide
mediante pérdida de cromosomas.
Imagen cortesia del Dr. Jaime Correa
Bordes.

2n

Cambio de
fenotipo

Cambio de
fenotipo

Perdida de heterocigosis

las herramientas moleculares necesarias (como vectores, promotores regulables, marcadores de seleccion y
etiquetas moleculares), ha dificultado aiin mas el trabajo en el laboratorio con el hongo, por lo que a pesar de
la fascinante historia natural y la importancia médica de este organismo, todavia no ha podido ser estudiado en

detalle como ocurre con otros modelos de investigacién.

1.3.3 Candida albicans es un hongo pleomorfico.

El termino pleomdrfico se emplea comiUnmente para designar la capacidad que poseen ciertos hongos para
desarrollarse en varias morfologias como respuesta a estimulos ambientales. Bajo este concepto, C. albicans
puede ser considerado como un organismo pleomorfico, dado que posee la habilidad de crecer en tres
morfologias bien definidas: levaduras, pseudohifas e hifas (Fig. 3). Las levaduras son formas redondeadas
unicelulares que se dividen por gemacion y se separan al finalizar la citoquinesis. Las hifas son estructuras
multicelulares que presentan un crecimiento hiperpolarizado dando lugar a filamentos en los que las paredes
laterales del filamento se mantienen paralelas a nivel del septo. Las pseudohifas se presentan como una forma

intermedia entra levaduras e hifas y se caracterizan

Pseudohifas

por presentar constricciones en los planos de
divisiéon de los diferentes compartimentos celulares
y por crecer de forma ramificada. En cada uno de los
tres tipos celulares se observa un nucleo por célula
(Sudbery et al., 2004).

Hifas

Varias evidencias sugieren que existen dos patrones
diferentes de desarrollo entre hifas y pseudohifas.
Primero, mientras que en las pseudohifas la division

es sincrénica entre la célula madre y la hija, en las

hifas la divisién es asincrénica puesto que la célula

Figura 3. Distintas morfologias de C. albicans. Microscopia en campo
claro de diferentes formas de C. albicans. El panel inferior derecho
mientras que la célula apical progresa sin problemas muestra las hifas después de 5 dias creciendo en medio Spider y su
respectiva colonia. Modificado de Sudbery (2011).

subapical (madre) se encuentra parada en la fase G1

a lo largo del ciclo (Kron y Gow, 1995). Segundo, en
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pseudohifas el primer anillo de septinas se ensambla en el cuello entre la célula madre y la célula hija (Fig. 4A),
mientras que en hifas lo hace dentro del tubo germinal de la hifa a una distancia de aproximadamente 15 um de
la célula madre (Fig. 4B y 4C). Otra diferencia entre estas dos formas de crecimiento se encuentra en la primera
mitosis, pues mientras que en pseudohifas la divisidon del ndcleo ocurre en el cuello entre la célula madre y la
célula hija, en hifas el ntcleo migra por el tubo germinal hasta la posicidn que ocupa el primer anillo de septinas
y alli ocurre la segregacidn nuclear. Al terminar la mitosis, un ntcleo queda en la célula apical y el otro regresa a
la célula madre levaduriforme (Fig. 4). Aunque la mitosis ocurre en la posicidn del anillo de septinas, éste no es
necesario para que se complete la divisidn nuclear, pues to que mutantes con deficiencias en la estructura del

anillo de septinas (como gin4/A/A) son capaces de realizar mitosis (Wightman et al., 2004).

Pseudohifas e hifas también difieren en cuanto a las estructuras que controlan el crecimiento polarizado. Asi,
mientras que en pseudohifasy en levaduras el crecimiento polarizado esta dirigido por un complejo multiproteico
que se localiza en el cértex celular denominado polarisoma (el cual incluye proteinas como Bud6, Spa2 y la formina
Bni4) (Evangelista et al., 1996), en hifas esta dirigido por otra estructura diferente denominada Spitzenkérper
(del aleman “cuerpo apical”)(Crampin et al., 2005; Warenda y Konopka, 2002). Estudiar el pleomorfismo es
importante debido a que al tratarse de un proceso de diferenciacion celular que no es esencial para la viabilidad
y que ademas es reversible, resulta un excelente modelo para la investigacidn sobre las bases moleculares de

la diferenciacién y de las relaciones estructura-funcidn, las cuales son determinantes de la morfologia celular.

1.4 MORFOGENESIS EN C. albicans

Los procesos morfogenéticos resultan como consecuencia de la polaridad celular, la cual puede ser definida como
la distribucion asimétrica de diferentes organulos y proteinas en un lugar concreto de la célula, que le permiten
crecer de forma asimétrica (Fig. 5). Debido a que las distintas proteinas que definen y regulan el crecimiento
polarizado se encuentran conservadas en diferentes organismos, existe la posibilidad de que los mecanismos
que regulan la polaridad celular se encuentren también conservados en eucariotas, y de ahi la importancia de

su estudio.

Como se comento antes, C. albicans tiene la habilidad de crecer en diferentes morfologias (Sudbery et al., 2004).
La transicion del crecimiento en forma de levaduras al crecimiento en forma de hifas es inducida por estimulos
ambientales que reflejan las condiciones existentes en el hospedador (temperatura de 37°C, pH neutro 6 alcalino
y/o presencia de suero sanguineo), las cuales se transmiten al interior de la célula a través de una compleja red
de vias de sefalizacién. A pesar de que en estudios recientes se ha demostrado que la transicion de levadura
a hifa no siempre es necesaria para la virulencia en candidiasis sistémicas (Noble et al., 2010), la morfogénesis
aun es considerada como un factor de virulencia importante, como lo demuestran diferentes evidencias como el

hecho de que cepas deficientes en los procesos morfogenéticos presenten una virulencia reducida en candidiasis

Figura 4. Pseudohifas e hifas
difieren en la organizacion del
anillo de septinas y en la posicion
de la primera mitosis. Fluorescencia
verde: Cdcl0-GFP; fluorescencia
azul: nucleos tefiidos con DAPI. A.
pseudohifas. B. Tubo germinativo.
C. hifa. En pseudohifas el primer
anillo de septinas se ensambla en
el cuello, mientras que en hifas lo
hace en el interior del filamento.
Modificado de Sudbery (2011).
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Levaduras Septinas

Polarisoma

Pseudohifas

Figura 5. Crecimiento de las diferentes morfologias de C. albicans. En levaduras el ciclo comienza con la formacién de una nueva yema a
partir de una célula madre. Cuando la yema alcanza un tamafio adecuado, los cuerpos polares del huso forman el huso mitético que separara
los cromosomas a través del cuello entre la célula madre y la hija, lugar donde se localiza el anillo de septinas (verde). En las pseudohifas, la
divisién nuclear también ocurre en el cuello entre la madre y la hija. Esta morfologia presenta células mas alargadas que las levaduras, pero
las células permanecen unidas después de la citoquinesis. Tanto en levaduras como en pseudohifas, el crecimiento polarizado lo determina
el polarisoma. En cuanto al crecimiento hifal, depende tanto del polarisoma como del “Spitzenkérper”, localizados en la punta de la hifa en
crecimiento. El nucleo se divide dentro del tubo germinativo, en la posicién donde se localizara el futuro septo. Tras la mitosis, uno de los
nucleos regresa a la célula madre y el otro migra hacia la punta del tubo germinativo. Modificado de Whiteway y Bachewich (2007).

invasivas (Zacchi et al., 2010). Ademds, el desarrollo de hifas es importante para evadir a los fagocitos (Lorenz et
al., 2004), escapar de los vasos sanguineos (Phan et al., 2000) y para colonizar instrumental médico mediante
la formacién de biofilms (Nobile et al., 2006). A pesar de que una de las principales formas virulentas del hongo
es la fase filamentosa, las levaduras también han sido aisladas de 6rganos infectados. Por tanto, los procesos

morfogenéticos de C. albicans contribuyen de forma importante a la virulencia del hongo.

1.4.1 De levaduras a hifas.

C. albicans es un microorganismo exquisitamente adaptado para crecer en su hospedador humano; es capaz de
desarrollar hifas en respuesta a unaamplia variedad de condiciones ambientales las cuales reflejan la diversidad de
microambientes presentes en el hospedador. Por ejemplo, la hifas se forman en respuesta a la presencia de suero,
pH neutro, CO, al 5% (la presion parcial del oxigeno en el torrente sanguineo), N-acetil-D-glucosamina (GIcNAc) y
temperatura de 37°C (Fig. 6). La filamentacidn se induce también durante el crecimiento en determinados medios
solidos, como el medio Lee o el medio Spider. Estas diferentes condiciones de inducir la filamentacién permiten
distinguir dos condiciones diferentes del crecimiento filamentoso. La primera es la capacidad de las células para
establecer y mantener el crecimiento polarizado a tiempos cortos, que ocurre en medio liquido suplementado
con suero a 37°C; la segunda es el mantenimiento del crecimiento polarizado a tiempos largos, que ocurre en
los medios sélidos. De esta forma, los cultivos en medio liquido permiten analizar la habilidad del hongo para
dar una respuesta rapida a estimulos ambientales e iniciar el crecimiento hiperpolarizado caracteristico de las
hifas, mientras que los cultivos en medio sélido permiten estudiar la capacidad de C. albicans para mantener
el crecimiento hiperpolarizado en microambientes complejos y cambiantes en una colonia mientras ésta se

desarrolla, asi como la capacidad para invadir sustratos sdlidos (Sudbery, 2011).

El cambio morfolégico entre levaduras e hifas estd también regulado por la interaccidon con la microflora

acompanfante. En este sentido, se han descrito algunos mecanismos sofisticados que resultan no sélo de la
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comunicacion entre las células de C. albicans sino también de la comunicacién con células bacterianas (revisado
por Shareck y Belhumeur, 2011). Asi, Candida es capaz de “sentir” la densidad de las poblaciones bacterianas
aledafias mediante un mecanismo denominado “quorum sensing” basado en la inhibicion de la filamentacidn
mediada por el sesquiterpeno farnesol, secretado por otras células de la poblacion (Hornby et al., 2001). En
contraste, el alcohol aromatico tirosol induce la formacién de tubos germinativos e hifas en levaduras quiescentes
(Chen et al., 2004).

1.4.2 Ciclo celular y morfogénesis en C. albicans.
El ciclo celular de C. albicans esta dirigido por la protein quinasa dependiente de ciclinas Cdc28 (también
conocida como Cdk1)(Sherlock et al., 1994), homdloga a la del mismo nombre de S. cerevisiae. Cdc28 se regula
por fosforilacién en el residuo tirosina 18 (Tyr18) (Hazan et al., 2002), como sucede en otras especies en las que
se ha estudiado. En C. albicans, Cdc28 desempefia un papel esencial en la morfogénesis de levaduras e hifas.
Este hongo posee Unicamente dos ciclinas de G1 (Ccnl y CIn3) y dos ciclinas de G2 (Clb2 y Clb4) para regular la
progresién del ciclo, a diferencia de las tres ciclinas de G1 y las seis de G2 que posee S. cerevisiae (revisado por
Berman, 2006; Wang, 2009). Ccn1 esta presente en las fases G1y Stempranay es necesaria para el mantenimiento
del crecimiento polarizado, pero no para su iniciacion (Loeb et al., 1999). CIn3 es la Unica ciclina de G1 esencial,
y su pérdida produce defectos en morfogénesis: las células aumentan de didmetro y crecen en forma de hifa
(Bachewich y Whiteway, 2005; Chapa y Lazo et al., 2005), por lo que parece ser importante para el control del
tamafio en la fase G1. De las dos ciclinas de tipo B, sélo Clb2 es esencial (Bensen et al., 2005; Ofir y Kornitzer,
2010). Clb2 y Clb4 regulan negativamente el crecimiento polarizado, aunque en diferente medida y su ausencia
produce diferentes fenotipos. Las células carentes de Clb4 crecen lentamente en forma de hifas de manera
constitutiva, mientras que la eliminacion de Clb2 produce un bloqueo en anafase tardia con células alargadas
y nucleos divididos conectados por husos mitéticos alargados. Por otro lado, se ha descrito que la delecion del
factor transcripcion Fkh2, homdlogo al del mismo nombre de S. cerevisiae, donde regula especificamente la
expresion de las ciclinas B, afecta dramaticamente
a la morfologia de C. albicans (Bensen et al., Estimulo externo
2002). Ademas, existe otra ciclina de G1 especifica "

de hifas, denominada Hgcl (Li et al., 2007; Zheng

et al., 2004). A diferencia del resto de los genes

de ciclinas, cuya expresion esta regulada a lo largo

del ciclo celular, la expresién de HGCI se activa

por las sefiales que inducen la filamentacién, lo .,
que permite que la elongacién de las hifas sea Transduccion de Sefiales
completamente independiente del ciclo celular. "

Expresion génica diferencial
En células de levaduras, los niveles de Ccnl son
altos en G1 y disminuyen en la transicion G2/M, , l' l
cuando comienza a aumentar la cantidad de Clb2 Citoesqueleto  Pared celular  Ciclo celular

(Bensen et al., 2005; Clemente-Blanco et al., \ l /

2006). El pico de Clb4 ocurre unos 15 minutos o '
después, y ambas ciclinas de tipo B comienzan a ( \\\) — F )
desaparecer en la fase M, cuando los nucleos se \_)

dividen. En hifas, Ccnl se acumula mds temprano

Figura 6. Esquema general de la inducciéon de crecimiento hifal de C.
y persiste durante mas tiempo que Clb2 y Clb4, albicans.
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que aparecen en un momento posterior que corresponde con la fase M, y desaparecen durante la salida de
mitosis. Por tanto, el ciclo celular de hifas se encuentra retrasado con respecto al de levaduras, lo que hace que

la ciclina de G1 esté presente mas tiempo en hifas que en levaduras.

1.4.3 Regulacidn de la transicion levadura-hifa.

La expresion de genes especificos de hifas esta regulada negativamente por un complejo que incluye al co-
represor transcripcional Tupl en asociacion con Nrgl o Rfgl (Braun y Johnson, 1997; Braun et al., 2001; Kadosh
y Johnson, 2001; Kadosh y Johnson, 2005). Estos complejos son necesarios para mantener reprimida la expresién
de los genes especificos de hifas durante el crecimiento levaduriforme, de tal manera que los mutantes carentes
de cualquiera de ellos crecen constitutivamente como pseudohifas en las que los genes especificos de hifas estan
desreprimidos. La regulacidn de la expresion de los genes especificos de hifas es llevada a cabo por un grupo
de factores de transcripcidon que incluyen a Efgl, Cph1, Cph2, Tecl, Flo8, Czf1, Rim101 y Ndt80 (Sudbery, 2011).

Efgl es necesaria para la formacion de hifas en respuesta a estimulos como el suero, CO,, pH neutro o presencia
de GIcNAc en medios liquidos y también en medios sélidos (Stoldt et al., 1997). Por otro lado, Cphl y su via
de activacién sélo son necesarias para la formacién de filamentos en medio Spider pero no en medio liquido
(Braun y Johnson, 2000; Leberer et al., 1996), por lo que Efgl puede ser considerado el principal regulador de
la formacion de hifas en respuesta a multiples condiciones. Ademas, se sabe que Efgl y Cph1 son activados por
distintas vias de sefializacidn, siendo la ruta del AMP ciclico la activadora de Efgl, mientras que Cph1 depende de
la ruta de las MAPK quinasas (Leberer et al., 2001). Estas dos vias son a su vez activadas mediante estimulacion

por parte de la proteina Rasl (Feng et al., 1999) (Fig. 7).

C. albicans posee una Unica forma de la adenilato ciclasa codificada por el gen CYR1/CDC35. Cyrl integra una
serie de estimulos ambientales, siendo esencial para el crecimiento filamentoso pero no para el crecimiento en
forma de levaduras. Dos vias de sefializaciéon convergen en Cyrl cuando se induce la filamentacién con suero. La
primera via es a través de Ras1, que se une a un dominio de unién a Ras presente en Cyrl (Fang y Wang, 2006);
en la segunda via, el peptidoglicano bacteriano (que esta presente en el suero) estimula directamente a Cyrl de
forma independiente de Ras1, mediante la unién a un dominio rico en leucinas (“Leucine-Rich Repeat”) similar al
que presentan proteinas de la respuesta inmune innata de organismos superiores, como los receptores similares
a Toll (TLR1) (Xu et al., 2008).

Un requisito necesario en todas las condiciones que inducen filamentacion es la incubacidn a temperaturas
elevadas. El sensor de la temperatura es la proteina Hsp90 (implicada en la respuesta a choque térmico), que se
inactiva a 37°Cy libera la inhibicién que mantiene sobre Rasl durante el crecimiento a temperaturas inferiores.
La sefializacidn por parte de Hsp90 requiere que la via del AMP ciclico se encuentre intacta, pues mutaciones en
cualquiera de los componentes que se encuentran por encima de Efgl bloquean la induccién de hifas mediada
por la inhibicion de Hsp90 (Shapiro et al., 2009).

1.4.4 Dianas esenciales de las vias de transduccion de sefiales en la morfogénesis de hifas.

Las rutas de sefalizacion descritas en el apartado anterior convergen en la activacion del programa transcripcional
especifico de hifas. Mediante analisis por “microarrays” se ha analizado el conjunto de genes que se inducen
durante la formacion de filamentos a 37°C en presencia de suero (Kadosh y Johnson, 2005; Nantel et al., 2002).
Los genes que mds se expresan son los que codifican para la proteina Hwpl (una proteina de la pared celular

especifica de hifas), las aspartil proteasas secretadas (Sap4, Sap5 y Sap6), la adhesina Als3 y la proteina 1 de
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- elongacidn celular (Ecel), de funcion
Condiciones

: iz 372C Bajo N Suero Farnesol CO; Metionina  pH GleNAc
microaerofilicas

l 1 l l desconocida. A pesar de que estas
\ | proteinas otorgan a las hifas un

conjunto de caracteristicas que son

importantes para su virulencia, no
se ha demostrado que por si solas
sean importantes para establecer
y  mantener el crecimiento

filamentoso. Sin embargo, otros

tres genes que se inducen son
PAK

kinase necesarios para la formaciéon de

las hifas: UME6, HGC1 (el gen de la
ciclina de G1 de hifas) y EED1. De

estos, las proteinas codificadas por

los genes UME6 y EED1, que estan

regulados negativamente por Tuply

Nrgl, son necesarias para mantener
el crecimiento polarizado (Banerjee
et al., 2008; Carlisle et al., 2009;
Martin et al., 2011). Por otro lado, la

ciclina Hgcl forma un complejo con

Farnesol Cdc28, el cual cumple con multiples

funciones durante el crecimiento
Figura 7. Rutas de transduccidn de sefiales que activan la expresion de los genes especificos
de hifas. Varias sefiales ambientales activan la transcripcion de genes implicados en la
formacion de ﬁIamen.tos, a través de multiples rutas de sefializacion. También se muestran polarizado, inhibir la separacién
los reguladores negativos como Tupl, Rfgl, Nrgly Rbf1.

hifal como establecer el crecimiento

celular y evitar que el crecimiento
isotrépico vuelva a activarse. Se sabe que este complejo requiere de Ume6 para su correcta expresion, aunque su
induccién inicial dependa de una via de sefializacion alternativa (Carlisle y Kadosh, 2010). La expresidon especifica
de hifas de Hgcl proporciona una explicacidn parcial de como las seiales provenientes de vias de transduccién

resultan en la activacion de rutas celulares que permiten el crecimiento hifal.

1.4.5 Crecimiento polarizado de las hifas.

Actualmente se piensa que el crecimiento de las hifas estd mediado por una exocitosis polarizada dependiente
del citoesqueleto en la punta de la hifa y por fuerzas de expansion citoplasmaticas que empujan el citoplasma
contra la pared apical flexible (revisado por Bartnicki-Garcia, 2002). Las vesiculas de secrecién aportan la
membrana necesaria para la expansion de la membrana plasmatica y las enzimas implicadas en la sintesis de
la nueva pared celular. Las vesiculas secretoras probablemente viajan a lo largo de los cables de actina, que se
polarizan hacia la punta. La formina Bnil y proteinas asociadas a vesiculas, como Sec4, Mic1y Sec2, se acumulan
en un organulo especifico cerca de la punta de la hifa que ha sido denominado “Spitzenkérper” (Bishop et al.,
2010; Crampin et al., 2005; Jones y Sudbery, 2010), similar al que existe en hongos filamentosos (Virag y Harris,
2006). El Spitzenkérper es una regidn subapical rica en vesiculas tanto exociticas como endociticas importante
para el crecimiento de las hifas, y su posicion en la hifa determina la direccionalidad de crecimiento (revisado por
Steinberg, 2007). Puede considerarse como un centro de suministro de vesiculas, que recibe vesiculas liberadas

desde el aparato de Golgi y genera vesiculas exociticas hacia la punta de la hifa.
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Tanto la localizacidon de proteinas como estudios de dindmica sugieren que el Spitzenkérper es distinto del
exocisto y del polarisoma. Los componentes del exocisto y del polarisoma se localizan en forma de media luna
en la punta de la hifa (Crampin et al., 2005; Jones y Sudbery, 2010; revisado en Sudbery, 2011), y se piensa que el
exocisto es necesario para anclar las vesiculas provenientes del Spitzenkérper a la punta de la hifa. La elongacién
de la hifa requiere la reorganizacion del citoesqueleto, y en C. albicans el crecimiento de las hifas depende
esencialmente del citoesqueleto de actina (revisado por Arkowitz, 2011; Arkowitz y Bassilana, 2011; Sudbery,
2011). Trabajos recientes sugieren que el equilibrio entre F-actina y G-actina es importante para el crecimiento
de hifas a través de la regulacion de la sefializacion de cAMP. Especificamente, la adenilato ciclasa Cyrl forma un

complejo con la proteina Capl y la G-actina que sintetiza cAMP tras el tratamiento con suero (Zou et al., 2010).

La endocitosis también es importante para la formacion de las hifas, y los parches de actina se acumulan de forma
polarizada préximos al dpice de la hifa. La delecion de los genes que codifican para numerosos componentes del
sistema de endocitosis, como Slal, Sla2, Pan1, Wal1l, la verprolina Vrp1 o Myo5, producen defectos en crecimiento
hifal y endocitosis (Borth et al., 2010; Oberholzer et al., 2002; Reijnst et al., 2010; Walther y Wendland, 2004).
Adicionalmente, la delecién de los genes que codifican las proteinas Arp2 y Arp3 produce una incapacidad para

formar hifas, aunque no bloquea completamente la endocitosis sino que la retrasa (Epp et al., 2010).

La formacion de hifas es el resultado de un crecimiento apical sostenido en el tiempo, y esto necesita de la
activacién de la GTPasa Cdc42 en la punta de la hifa. De hecho, cepas que expresan niveles reducidos de Cdc42
o de su activador Cdc24 son viables pero incapaces de responder al suero (Bassilana et al., 2003; Bassilana et
al., 2005). Ademas, durante la induccion de la filamentacion Cdc42 y Cdc24 se localizan en la punta de la hifa
(Bassilana et al., 2005; Hazan et al., 2002), lo que sugiere que la activacién de Cdc42 en el apice es necesaria
para el crecimiento de la hifa. El aumento de la actividad GEF o la disminucion de la actividad GAP producen
una activacion de Cdc42 y un incremento en la polarizacion del crecimiento. Existen dos GAPs para Cdc42 en
C. albicans, codificados por los genes BEM3 y RGA2. Un mutante carente de ambos forma hifas en condiciones
que normalmente sélo permiten la formacién de pseudohifas (Court y Sudbery, 2007). Rga2 se fosforila por la
quinasa Cdc28-Hgcl, y esta fosforilacion previene su localizacion en la punta de la hifa (Zheng et al., 2007), lo que
supone un mecanismo por el que un gen especifico de hifas como HGC1 puede inducir el crecimiento polarizado

sostenido tipico de las hifas.

1.4.6 Ciclo celular y el crecimiento hifal en C. albicans.

Al contrario de lo que sucede en levaduras y pseudohifas, el crecimiento polarizado en hifas es continuo
durante del todo el ciclo celular, por lo que el citoesqueleto de actina permanece continuamente polarizado
y el polarisoma y el Spitzenkérper estan presentes en todo momento. Aunque la morfologia alargada de las
pseudohifas de S. cerevisiae se debe a un alargamiento de la fase G2, ésta no es la razén por la que las hifas
crecen polarizadas, pues una vez que el ciclo celular ha comenzado no existen diferencias en la progresién de la

fase S a G2 cuando se compara con levaduras (Berman, 2006).

Aunque la alteracion en la cinética del ciclo celular no parece ser la causa del crecimiento polarizado de las hifas,
una caracteristica interesante de la biologia de C. albicans es que un gran nimero de mutaciones o tratamientos
con drogas que interrumpen la progresion del ciclo celular resultan en crecimiento polarizado no programado
o hiperpolarizado. En algunos casos, estas alteraciones fenotipicas estan acompafadas por la expresidon de los

genes especificos de hifas (Berman, 2006).
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Resultados de los ultimos afios estan poniendo de manifiesto que las protein quinasas, y en particular Cdc28,
desempefian un papel crucial en el establecimiento y mantenimiento del crecimiento polarizado de las hifas,
habiéndose identificado un conjunto de dianas importantes en este proceso (revisado en Sudbery, 2011;
Vazquez de Aldana y Correa-Bordes, 2012; Wang, 2009). La actividad CDK es esencial para este proceso, ya que
la formacion de hifas se interrumpe en las células en las que la expresidon de Cdc28 esta reprimida o se inhibe y
las células que carecen de la ciclina Hgcl inician los tubos germinales, pero rapidamente se despolarizan (Zheng
et al., 2004). La delecién de la ciclina Ccnl produce células con tubos germinales aparentemente normales que
se extienden durante un periodo considerablemente mas largo que los del mutante hgc1A/A, pero al final se
despolarizan (Loeb et al., 1999). Entre las dianas importantes de la actividad CDK para el crecimiento polarizado,
ademads del caso de Rga2 comentado previamente, también se sabe que el complejo Cdc28-Hgcl fosforila a
Sec2, el GEF de Sec4, para promover el flujo de vesiculas secretoras a la punta de la hifa (Bishop et al., 2010)
y a la proteina Mob2, que es la subunidad reguladora de la quinasa Cbk1 (Gutiérrez-Escribano et al., 2011) (se

describirad con mas detalle en el apartado 1.6).

Por su parte, el complejo Ccn1-Cdc28 también desempefia un papel importante en el desarrollo de las hifas,
actuando junto con la quinasa Gin4 en la fosforilacidn y regulacién de la septina Cdcl1 (Sinha et al., 2007) y al
mismo tiempo el complejo Clb2-Cdc28 regula directamente la actividad de Gin4 fosforilandola en un grupo de
sitios de fosforilacion localizados cerca de su dominio quinasa (Li et al., 2012a). Recientemente también se ha
descrito que el complejo Cdc28-CIn3 regula la endocitosis mediante la fosforilacion de la proteina endocitica
Slal, junto con la quinasa Prk1 (Zeng et al., 2012). La fosforilacion de Slal por Cdc28-CIn3 estimula su posterior
fosforilacién por Prkl y esto debilita la asociacién con Pani, un activador del complejo Arp2/3 que nuclea la
actina. Durante la induccion de las hifas, Slal se defosforila rapidamente y permanece defosforilado durante el
crecimiento en forma de hifa. Estos resultados establecen claramente una conexién molecular entre la actividad
CDK y un componente clave de la maquinaria endocitica, poniendo de manifiesto un mecanismo por el que la

endocitosis contribuye a la morfogénesis de células.

1.5 LAS SEPTINAS

Las septinas fueron descubiertas hace 40 afios por Lee Hartwell en S. cerevisiae cuando realizaba la busqueda
de genes reguladores del ciclo de divisién celular (CDC). Estos estudios permitieron identificar 4 genes (CDC3,
CDC10, CDC11y CDC12) cuya mutacion producia defectos en citoquinesis en las células (Hartwell, 1971). Estudios
posteriores demostraron mediante microscopia electrénica que las proteinas codificadas por estos genes se
ensamblaban en estructuras de aproximadamente 10 nm que rodeaban el cuello entre la célula madre y la hija
(Byers y Goetsch, 1976). La utilizaciéon de técnicas de inmuno-microscopia mostré una localizaciéon en forma
de anillos en el cuello de septacidn, razéon por la cual el cientifico estadounidense John Pringle las denomind
septinas (Haarer y Pringle, 1987). Basdndose en su localizacion y en que los mutantes de septinas carecen de
filamentos en el cuello, se concluyd que éstas son el mayor componente de los filamentos presentes en el cuello

de gemacidn durante la separacién celular.

Las septinas pertenecen a una familia de proteinas altamente conservadas en eucariotas superiores que estan
presentes en animales, hongos, y algas, pero, curiosamente, estan ausentes en plantas. El nimero de genes de
septinas oscila entre un minimo de dos en Caenorhabditis elegans (UNC-59 y UNC-61) y un maximo de 14 en
los seres humanos (SEPT1 a SEPT14), y en muchos organismos existen formas alternativas de procesamiento

(Cao et al., 2007; Lindsey y Momany, 2006; Pan et al., 2007). Por ejemplo, a partir del gen SEPT9 se producen 18
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mRNAs diferentes y un total de 15 polipéptidos (Mcllhatton et al., 2001). Todas ellas son proteinas de unién a
GTP capaces de ensamblarse formando complejos heterooligoméricos y estructuras altamente ordenadas que
incluyen filamentos y anillos. Las septinas desempefian importantes funciones durante la division celular, en la
organizacion y dinamica del citoesqueleto, en secrecion y remodelacién de la membrana y se han relacionado
con varias enfermedades humanas (revisado recientemente por McMurray y Thorner, 2009; Oh y Bi, 2011;
Spiliotis y Gladfelter, 2012). Estas proteinas han sido reconocidas recientemente como un nuevo componente
del citoesqueleto debido a su estructura en forma de filamentos, asi como a su asociacion con membranas

celulares, filamentos de actina y microtubulos (Mostowy y Cossart, 2012).

1.5.1 Estructura de las septinas y filamentos.

Todas las septinas presentan una organizacion y estructura comun, con un dominio de unién a GTP central
altamente conservado seguido por una region comun a todas las septinas que ha sido denominada “elemento
Unico de septinas” (“Septin Unique Element” o SUE), una secuencia altamente conservada que es importante
para la asociacién de los mondmeros (Fig. 8A) (Estey et al., 2011; Pan et al., 2007; Sirajuddin et al., 2007; Versele
y Thorner, 2005). Este dominio central esta flanqueado por dos regiones mas variables a los extremos. En el
extremo amino existe una regiodn rica en aminoacidos basicos que es necesaria para su interaccidon con los
fosfoinositoles de membrana, mientras que con algunas excepciones en el extremo C-terminal poseen una hélice

superenrollada (“coiled-coil”).

A diferencia de otras proteinas que unen GTP de tipo Ras, las septinas son capaces de polimerizar y formar
complejos oligoméricos basicos. En los Ultimos afos se han obtenido grandes avances en el conocimiento de
la estructura y organizacion de los filamentos gracias a estudios de microscopia electrénica en C. elegans y

S. cerevisiae y a la resoluciéon de la estructura

cristalografica del complejo humano formado por A Regian

solibdsics
Sept2, Sept6 y Sept7 (Bertin et al., 2008; John et -

NT variable |
al., 2007; Sirajuddin et al., 2007; Weirich et al.,

T
2008). Estos estudios estructurales confirmaron que
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—
Interfaee NC
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la formacion de complejos y filamentos depende B

del dominio GTPasa en lugar de los “coiled-coils”,

como se pensaba anteriormente. La microscopia

o[ ]m*- _E:ﬁ
€n

electrénica del complejo de septinas de C. elegans

demostrd que las dos septinas estdn alineadas en
un patron lineal de cuatro densidades, y mediante
marcaje de las distintas subunidades con la proteina
fluorescente verde (GFP) se comprobd que el orden
de las subunidades era UNC-59-UNC-61-UNC-61-
UNC-59, por lo que es no polar. La polimerizacion de ¢

N

estos tetrdmeros en estructuras de orden superior

se produce por interaccidon entre dos subunidades

UNC-59, por lo que los filamentos resultantes

también son no polares (John et al., 2007). Por otro
lado, la resolucion de la estructura cristalografica del
complejo de septinas humanas reveld que las distintas

subunidades interactian entre ellas mediante dos

Figura 8. Complejos de septinas y el ensamblaje de sus filamentos.
A. Esquema de la estructura primaria de una septina. B. Los
mondmeros de septinas interactlan a través de interfaces NCy G para
formar complejos oligoméricos lineales no polares, que a su vez se
ensamblaran en estructuras de orden superior. Tomado de Estey et
al. (2011).
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interfaces diferentes: una a través del dominio de unidn a nucledtidos que ha sido denominada interfaz G y
otra que implica interacciones entre los extremos N y C terminal, llamada interfaz NC (Fig. 8B); los “coiled-
coils” se extienden de forma perpendicular a la direccion del filamento. La estructura basica de los filamentos
de septinas humanos es un hexamero lineal no polar (Sept7-Sept6- Sept2-Sept2-Sept6-Sept7), en el que las

distintas subunidades se unen mediante interfaces G y NC que alternan (Sirajuddin et al., 2007) .

Existen evidencias de que la unién de nucledtidos y su hidrdlisis desempefia un papel en la regulacion de las
interacciones entre las distintas septinas. Asi, los diferentes estados de unién de nucledtidos de las septinas
pueden ser importantes para la polimerizacion de sus filamentos y para las transiciones dindmicas de la
estructura caracteristicas del ensamblaje descrito “in-vivo” (Mendoza et al., 2002; Mitchison y Field, 2002).
Varias evidencias sugieren que la hidrélisis de GTP podria regular las interacciones septina-septina mediante
la induccion de cambios topoldgicos en las interfaces G y NC, lo que indica que los cambios dependientes de
nucledtidos en la estructura habilitan o previenen la interaccion entre los distintos mondmeros (Sirajuddin et
al., 2009). En este sentido, las septinas son diferentes a otras GTPasas, en las cuales la hidrdlisis de GTP funciona

solamente como un interruptor molecular.

Independientemente del organismo que se analice, las septinas se organizan bajo las mismas reglas descritas
para los complejos humanos (Sirajuddin et al., 2007). En S. cerevisiae existen 5 septinas que estan presentes
durante el crecimiento vegetativo, codificadas por los genes CDC3, CDC10, CDC11, CDC12 y SHS1 (Hartwell,
1971; Mino et al., 1998). Ademas, la induccién del programa de esporulacién conlleva una modificacién en la
composicidn de los anillos de septinas, puesto que dos de ellas -Cdc12 y Shs1- son reemplazas por dos septinas
especificas de esporulacidn: Spr3y Spr28 (De Virgilio et al., 1996; Fares et al., 1996). En este organismo, la unidad
basica de polimerizacion es un heterotetrdmero en lugar de un heterotrimero, compuesto por una molécula
de cada una de las septinas Cdc3, Cdc10, Cdcl1 y Cdc12 con el orden Cdc11-Cdc12-Cdc3-Cdc10. Dos de estos
heterotetrdmeros se asocian a su vez a través de Cdc10, dando lugar a la unidad basica de polimerizacion de
los filamentos, que es el octdmero no polar Cdc11-Cdc12-Cdc3-Cdc10-Cdc10-Cdc3-Cdc12-Cdcll (Bertin et al.,
2008)(Fig. 9). Finalmente, la unidn varios octdmeros a través de la subunidad Cdcl1 conduce a la formacion
de estructuras de orden superior, como los filamentos. Los complejos de septinas, al ser estructuras con gran

plasticidad, resultan en supraestructuras de gran

robustez, lo que quiere decir que si se elimina de
forma individual una septina del complejo, los anillos

no llegan a desorganizarse (Mino et al., 1998).

Estudios adicionales han demostrado que la Coc12 =N P o7 oo
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composicién de los heterooligdmeros puede ser

celular, lo que sugiere que segun sea la organizacién

Heteratetramera

podrian desempefar funciones diferentes. Tal A EAT

& lb" o
es el caso de la septina Sept7 humana, que en [ ] iiﬁlj_.?

fibroblastos se asocia en un complejo con Sept2 ) _ -
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y Sept6 mientras que en neuronas se asocia en

complejos diferentes (Bertin et al., 2008; Sirajuddin Figura 9. Septinas de S. cerevisiae. E| panel superior muestra la
estructurade las septinas de S. cerevisiae. En el panelinferior se muestra
la organizacion de los octdmeros de las septinas y su ensamblaje en
del laboratorio del Dr. Thorner ha demostrado que filamentos. Tomado de Douglas et al. (2005) y Gladfelter et al. (2010).

et al., 2007). Recientemente, un elegante estudio
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cuando la septina no esencial Shs1 sustituye a Cdcl1 en el extremo de los octdmeros, éstos no se ensamblan
en forma de filamentos, sino que se asocian lateralmente en racimos curvados que forman anillos (Garcia et al.,
2011). También demostraron que la fosforilacién de Shs1 determina la capacidad de formar estructuras de orden

superior.

En los ultimos afios se han empleado diversas técnicas para analizar la estructura de los anillos de septinas “in
vivo” y complementar los estudios estructurales. Bertin y colaboradores analizaron secciones de anillos de S.
cerevisiae mediante tomografia electrénica y crioelectrotomografia, llegando a la conclusién de que en los
anillos coexisten filamentos circunferenciales y coaxiales (Bertin et al., 2012). Los filamentos circunferenciales
de 10 nm estan formados por dos filamentos apareados que se disponen perpendiculares al eje mayor, mientras
que los filamentos coaxiales corresponden a filamentos individuales. Los filamentos coaxiales intersectan con
los circunferenciales a intervalos regulares y posiblemente correspondan a un heterooctamero, por lo que la

estructura general recuerda a la de una gasa.

1.5.2 Importancia fisioldgica de las septinas.

La informacion que se ha obtenido a partir de los estudios sobre la estructura y el ensamblaje de las septinas
en estructuras de orden superior ha permitido el entendimiento de las bases moleculares de su funcién.
En la mayoria de los casos, las septinas se asocian a membranas celulares y a los citoesqueletos de actina y
microtubulos para regular una gran variedad de procesos celulares esenciales. Los estudios estructurales, junto
con analisis funcionales en distintos organismos, han permitido determinar que las septinas desempefian dos
funciones principales. En las células, las septinas forman estructuras en forma de anillo en la base de cilios,
flagelos, espinas dendriticas y yemas de levaduras, donde se asocian fuertemente a la membrana y forman
una barrera de difusién. De esta manera, compartimentalizan la membrana en dos dominios definidos. Al
mismo tiempo, los anillos de septinas actian como organizadores corticales de los citoesqueletos de actina y
microtubulos, al reclutar a diferentes proteinas al anillo y actuar como andamios moleculares (Barral y Kinoshita,
2008; Gilden y Krummel, 2010; Gladfelter, 2010; Spiliotis, 2010; Spiliotis y Nelson, 2006; Weirich et al., 2008).
Esta Introducciéon se centrara fundamentalmente en las funciones que desempefian las septinas en levaduras
(para revisiones mas detalladas sobre la funcidn de las septinas en células eucariotas superiores, ver Caudron y
Barral, 2009; Hall et al., 2008; Saarikangas y Barral, 2011).

A. Las septinas como andamiaje subcelular. El ensamblaje altamente ordenado de la estructura de septinas
les permite a estas proteinas actuar como un andamio molecular sobre el que se ensamblan otras proteinas,
promoviendo asi su concentracidon en un punto determinado de la célula y su interaccidén funcional. En S.
cerevisiae, desempefan un papel esencial en la seleccién del sitio de gemacion (Halme et al., 1996; Roemer et
al., 1996; Sanders y Herskowitz, 1996), en el posicionamiento del huso mitdtico (Grava et al., 2006; Kusch et al.,
2002; Merlini y Piatti, 2011), en crecimiento polarizado (Barral et al., 1999; Longtine et al., 2000) y citoquinesis
(Dobbelaere y Barral, 2004; Longtine y Bi, 2003). Ademds, las septinas también han sido implicadas en el
control del ciclo celular, en la coordinacién de la respuesta al daifio en DNA y en el denominado “checkpoint”
de morfogénesis (Barral et al., 1999; Enserink et al., 2006; Keaton y Lew, 2006; Lew, 2003; Shulewitz et al.,
1999; Smolka et al., 2006). Para regular todos estos procesos mencionados, las septinas actian como andamios
moleculares que reclutan a distintas proteinas al cuello entre la célula madre y la hija y podrian contribuir en su

activacién en una regién concreta de la célula.
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B. Las septinas como barreras de difusidon. La segunda funcidon importante de los anillos de septinas es
actuar como barreras de difusién en la membrana del cuello de las células durante el crecimiento de la yema

y citoquinesis, estableciendo compartimentos diferentes en la célula madre y en la hija (Barral et al., 2000;
Dobbelaere y Barral, 2004; Faty et al., 2002; Luedeke et al., 2005; Takizawa et al., 2000). Se ha demostrado
que las septinas son esenciales para establecer un compartimiento especifico en el cuello donde se concentran
factores difusibles importantes para la citoquinesis, como la proteina Spa2, la quitin sintasa Chs2 o la proteina del
exocisto Sec3 (Barral et al., 2000). También se ha descrito que las septinas impiden la difusién de las proteinas de
la membrana del reticulo endopldsmico a la célula hija, y que esta funcidon depende del reclutamiento de Budb6 al
cuello por parte de las septinas (Luedeke et al., 2005). Finalmente, las septinas también intervienen en el control
del envejecimiento gracias a su comportamiento como barrera de difusidén que impide la translocacion de las

proteinas del poro nuclear a la yema (Shcheprova et al., 2008).

1.5.3 Regulacion del anillo de septinas en S. cerevisiae.

En S. cerevisiae, las septinas sufren cambios a lo largo del ciclo celular que incluyen la modificacién de sus
estructuras supramoleculares y modificaciones post-traduccionales, como fosforilaciones y SUMOQilaciones. La
organizacién de las estructuras supramoleculares comienza durante las fases G1 y S, cuando las cinco septinas
mitdticas se acumulan en un punto del cértex que determina el futuro sitio de gemacion. Este proceso depende
de la GTPasa Cdc42, que se encarga de organizar a las septinas en una estructura difusa denominada “cap” (Cid
et al., 2001; Gladfelter et al., 2001; Ilwase et al., 2006). En un primer momento, los complejos de septinas son
reclutados al sitio incipiente de formacién de la yema para aumentar la concentracion local de los filamentos
de septinas, formando un patrén punteado y desorganizado. Este reclutamiento inicial depende de Cdc42 y
parcialmente de Gicl y Gic2, un par de efectores de Cdc42 (Cid et al., 2001; Iwase et al., 2006). Una vez reclutadas
al sitio de gemacion, los complejos de septinas se asocian con la membrana plasmatica gracias a la interaccidn
de los motivos poli-basicos de las septinas y los fosfolipidos de membrana (Bertin et al., 2010; Casamayor y
Snyder, 2003; Zhang et al., 1999). Entonces sufren un cambio en la organizacién y pasan a formar un anillo de
aproximadamente 1 um de didmetro, cambio que requiere la hidrdlisis del GTP unido a Cdc42 y sus factores
GAP (Caviston et al., 2003; Gladfelter et al., 2002; Kadota et al., 2004). Tras la emergencia de la yema, el anillo
de septinas se convierte en una estructura estable en forma de reloj de arena en el cuello entre la célula madre
y la hija que ha sido denominada collar. Finalmente, antes de la citoquinesis el collar se divide dando lugar a
dos anillos que flanquean la regidon donde se va a formar el septo de division. Cuando la formacién del septo se
completa y las células comienzan una nueva fase G1, los dos anillos se desensamblan para volver a formarse en

el futuro sitio de gemacion (Fig. 10A).

Andlisis mediante experimentos de FRAP (“Fluorescence Recovery After Photobleaching”) han puesto de
manifiesto que los anillos de septinas presentan dos estados dindmicos diferentes, dependiendo de la fase del
ciclo en la que se encuentren. Asi, durante la mayor parte del ciclo, los anillos de septinas se encuentran en
un estado denominado estatico o congelado (“frozen”), en el que no se detecta difusion lateral dentro de la
subunidades de la estructura. Del mismo modo, se ha demostrado la existencia de otro estado denominado fluido
(“fluid”), en el que las septinas se mueven y reorganizan dentro del anillo, el cual coincide con la emergencia de
la yema y con la citoquinesis (Fig. 10A). Estas modificaciones dindmicas de las septinas se encuentran reguladas

al menos en parte, por el estado de fosforilacion de Shs1 (Dobbelaere et al., 2003).

La transicién desde la estructura en forma de reloj de arena o collar al doble anillo viene acompafiada de

cambios en la orientacidn de los filamentos de septinas. Asi, cuando éstos se encuentran en la estructura de
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Figura 10. Dinamica de las septinas en S. cerevisiae. A. La dinamica de las subunidades de septinas en el anillo es dependiente de ciclo
celular. Los unicos momentos de fluidez del anillo coinciden con cambios en la topologia de la membrana plasmdtica, emergencia de la
yema y citoquinesis. La barra representa la distribucion de los estados estatico (gris) y fluido (verde) a lo largo del ciclo celular. B. El anillo de
septinas es dinamico en si mismo. La divisidn en dos del anillo (panel izquierdo) viene acompafiada de una rotacién de 90° de los filamentos
de septinas para localizarse en paralelo al septo (panel derecho). Tomado de Gonzalez-Novo et al. (2009).

collar, la orientacién de los filamentos de septinas es paralela al eje célula madre-hija, mientras que durante la
citoquinesis experimentan un giro de 90°, disponiéndose de forma perpendicular al eje mayor (Fig. 10B)(DeMay
et al., 2010; Vrabioiu y Mitchison, 2006; Vrabioiu y Mitchison, 2007). El hecho de no encontrar evidencias de que
estas estructuras se desensamblen durante estas reorganizaciones, indica que son estructuras supramoleculares

muy plasticas y admiten la formacion de topologias muy complejas y diversas.

Durante los ultimos afos se ha puesto de manifiesto que las septinas sufren una serie de modificaciones post-
traduccionales, que a menudo tienen importantes efectos en el ensamblaje y funcion de las septinas. Los tres
tipos de modificaciones mas comunes son la fosforilacién, acetilacion y SUMOQilacién (revisado en Hernandez-
Rodriguez y Momany, 2012). La primera modificacién que se identificd en las septinas de S. cerevisiae fue la
adicién de SUMO (“Small Ubiquitin-related MOdifier”). Las septinas Cdc3, Cdc11 y Shs1 sufren esta modificacidn
en la transicién G2/M, que se elimina posteriormente en citoquinesis (Johnson y Blobel, 1999; Takahashi et
al., 1999). Mutacién de todos los sitios SUMO en Cdc3, Cdcll y Shsl previene la desaparicidon de los anillos
de septinas en los sitios de division previos, lo que sugiere que la SUMOilacién regula el desensamblaje de los
anillos tras citoquinesis. También se ha demostrado que Cdc3, Cdc10, Cdc12 y Shs1 se acetilan, y los mutantes
defectivos en acetilacion presentan defectos en la transicion de anillo a collar y en la localizacién de los anillos
de septinas (Mitchell et al., 2011). Es interesante que los sitios de acetilacién mapeados en estas cuatro septinas
flanquean los motivos mds importantes que forman la interfaz G de las respectivas proteinas, por lo que es

posible que estas acetilaciones influyan en el ensamblaje de los heterotetrameros y/o su estabilidad.

La modificacién mds abundante y mejor caracterizada de las septinas es la fosforilacién, y muchas mutaciones

que afectan a estos sitios de fosforilacion producen defectos en morfogénesis y citoquinesis (revisado en
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Herndndez-Rodriguez y Momany, 2012). Sin embargo, no existen ejemplos de residuos que sean modificados
en todas las septinas, lo que conduce a pensar que estas modificaciones post-traduccionales han evolucionado
recientemente y de forma independiente para regular aspectos especificos de cada una de las subunidades.
Al menos cuatro protein quinasas desempefian un papel importante en la regulacion de las septinas. Cla4, un
miembro de la familia de las quinasas PAK que se une a Cdc42, interacciona con las septinas y fosforila a Cdc3
y Cdc10 “in vitro” y posiblemente a otras septinas “in vivo” (Versele y Thorner, 2004). La fosforilacion por Cla4
parece desempefiar un papel en la estabilizacion de los filamentos de septinas, ya que coincide con el cambio al
estado congelado “in vivo” y porque las septinas permanecen en el estado fluido en el mutante c/la4A. Otras dos
quinasas que regulan las septinas son EIm1 y Gin4 (Altman y Kellogg, 1997; Asano et al., 2006; Bouquin et al.,
2000; Gladfelter et al., 2004; Longtine et al., 2000; Mortensen et al., 2002; Versele y Thorner, 2004). La protein
quinasa Gin4 se localiza en el cuello de las células y se piensa que regula la funcién de las septinas fosforilando al
menos a Shs1 (Dobbelaere et al., 2003; Longtine et al., 1998). Los mutantes gin4A no forman anillos de septinas,
sino que las septinas se disponen en el cuello en forma de barras paralelas al eje célula madre-hija, lo que
sugiere que Gin4 podria estabilizar el anillo promoviendo la asociacién lateral de los filamentos de septinas.
Finalmente, las septinas también son fosforiladas por la quinasa Cdc28 para promover el desensamblaje del
anillo tras la citoquinesis. La fosforilacion de Cdc3 por el complejo CIn-Cdc28 en G1 parece ser necesaria para el
desensamblaje del anillo, ya que el mutante cdc3-5152 que carece de los sitios de fosforilacion para Cln-Cdc28

presenta un retraso en el desensamblaje del anillo de septinas (Tang y Reed, 2002).

En las septinas centrales (Cdc3, Cdc10, Cdc11 and Cdc12 y sus ortdlogos), la fosforilacion normalmente ocurre
en las regiones N- y C-terminal divergentes, en las que el estado de fosforilacién parece regular el ensamblaje y
desensamblaje del anillo de septinas. El Unico ejemplo de una fosforilacién que tiene lugar dentro del dominio
G es Cdc10, la septina central del heterooctamero (la mayoria de las septinas de hongos posee una Gly en esta
posicion). La septina no esencial Shs1 es la que mas modificaciones por fosforilacion sufre, ya que es fosforilada
en el extremo N-terminal y en 4 residuos cerca de la interfaz G (Egelhofer et al., 2008; Garcia et al., 2011). Como
se ha comentado previamente, cuando Shs1 sustituye a Cdcl1, los octdmeros se asocian lateralmente y forman
racimos curvados que se ensamblan en anillos (Garcia et al., 2011). Estos autores determinaron que la mutacion
fosfomimética en S259 (que se localiza en el dominio G) producia la formacion de anillos y una estructura similar
a una gasa con un patrdn regular, lo que les llevé a sugerir que S259 podria actuar como un interruptor molecular
para permitir cambios en la organizacién de las estructuras de orden superior. Adicionalmente, la mutacién de
4 residuos de Ser localizados entre el SUE y el “coiled-coil” producia anillos menos organizados y la adicion de
otros 4 residuos fosfomiméticos localizados después del “coiled-coil” eliminaba completamente la capacidad de
los octameros para formar anillos, por lo que ha propuesto que la fosforilacion del extremo C-terminal de Shs1
regula negativamente la formacién de anillos de septinas. Es interesante que en Ashbya gossypii Shs1 también
se fosforila en el extremo C-terminal. La generacion de mutantes fosfomiméticos en 9 de estos sitios produce un
fenotipo dominante letal, por lo que no se ha podido determinar su significacion bioldgica, pero la delecién de la
region C-terminal que contiene todos estos sitios genera anillos de septinas expandidos y estructuras de septinas
ectopicas (Meseroll et al., 2012). Estos resultados son consistentes con la idea de que la fosforilacidn del extremo

C-terminal de Shs1 regula negativamente la formacion de anillos en S. cerevisiae y A. gossypii.

Por otro lado, la fosfatasa PP2A unida a Rtsl, una subunidad reguladora de tipo B, estd implicada en la
defosforilacion de las septinas. PPA2-Rts1 se localiza en el cuello de la célula después de la divisidon del anillo
de septinas, y al mismo tiempo los anillos de septinas en el mutante rts1IA son mas estables (Dobbelaere et al.,
2003).
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1.5.4 Las septinas de C. albicans.

La secuenciacion completa del genoma de este patdgeno reveld la existencia de 7 genes codificantes de septinas,
los cuales mostraron tanto en secuencia nucleotidica como aminoacidica, un alto grado de conservacion con sus
homologos en S. cerevisiae, por lo que fueron denominados de la misma forma (excepto SHS1, que en C. albicans
se conoce como SEP7). De ellos, solamente CDC3 y CDC12 son esenciales para crecimiento de las células. Los
genes CDC10 y CDC11 no son esenciales en C. albicans. Sin embargo, las células carentes de estas dos septinas
presentan defectos morfoldgicos durante el crecimiento en forma de levaduras y dan lugar a filamentos mas
curvados que las cepas silvestres cuando se induce la filamentacion, lo que indica que las septinas son necesarias
para mantener la estabilidad del eje longitudinal del crecimiento polarizado (Warenda y Konopka, 2002). Asi
mismo, se demostrd que los genes SPR3 y SPR28, ortdlogos a los genes que codifican las septinas especificas
de esporulacion, no se expresan en las condiciones ensayadas de crecimiento levaduriforme e hifal. Ademas, se
demostrd que los mutantes de septinas muestran defectos en el crecimiento invasivo y en virulencia en modelos
de raton (Gonzélez-Novo et al., 2006; Warenda et al., 2003). Mediante purificacién de los complejos de septinas
en hifas y levaduras y analisis por espectrometria de masas, se ha comprobado que la composicion de los anillos
es similar en ambas morfologias y presenta una estequiometria de 2 moléculas de Cdc3, 1-2 de Cdc10, 1 de
Cdcl1, 2 de Cdc12 y <1 de Sep7 (Kaneko et al., 2004).

EnC. albicans, las septinas también se regulan por modificaciones post-traduccionales de las distintas subunidades
y en distintos momentos del desarrollo morfogenético. A pesar de los serios esfuerzos para tratar de identificar
septinas SUMOiladas en C. albicans, no se ha detectado esta modificacién ni en hifas ni en levaduras (Martin
y Konopka, 2004). Sin embargo, si existe un homdlogo de SUMO (Smt3), que se localiza preferentemente en el
lado de la célula madre del anillo de septinas y algunas proteinas que contienen Smt3 inmunoprecipitan con
Cdcl1. Por tanto, en C. albicans son las proteinas asociadas a las septinas, y no las propias septinas, las que se
modifican por SUMO de forma asimétrica. La acetilacion también se ha detectado en Cdc11 de C. albicans, tanto
en hifas como en levaduras, aunque ocurre en una metionina en lugar de lisina y su funcién no esta clara (Sinha
et al., 2007). Finalmente, la fosforilacidn es la modificacién mas abundante y mejor estudiada, y se describiran

en los apartados siguientes en relacion con su importancia en el crecimiento polarizado y separacién celular.

Durante el crecimiento levaduriforme, la dindmica y organizacidn de las septinas es similar al patrén descrito
anteriormente para S. cerevisiae, organizandose las septinas en un anillo en el cuello entre las células madre e
hija que se duplica antes de citoquinesis (Gonzalez-Novo et al., 2008; Sudbery et al., 2004; Warenda y Konopka,
2002). Durante esta fase de crecimiento también existen los estados congelado y fluido, que corresponden a los
descritos en S. cerevisiae, pero durante la induccién del crecimiento hifal se producen cambios en la organizacion
y en la dindmica de las estructuras de septinas (Gonzalez-Novo et al., 2008; Sudbery et al., 2004). En las hifas se
han descrito tres tipos de estructuras diferentes de septinas. La primera se localiza en la base del tubo germinativo
cuando éste comienza a emerger y se ha denominado banda basal. Las septinas se organizan como barras
paralelas al eje de crecimiento polarizado, con un patrén similar al que ocurre en los “shmoos” de S. cerevisiae.
A medida que el tubo germinativo crece para formar la hifa, las septinas se localizan en el apice, formando una
estructura conocida como “cap”. Finalmente, cuando la hifa adquiere una longitud determinada, parte de las

Ill

septinas del “cap” quedan en las paredes laterales de la hifa y forman un anillo similar al de levaduras, que
determina el plano de divisién donde se ensamblara el septo que divide el cuerpo del primer compartimento

hifal (Sudbery et al., 2004; Warenda y Konopka, 2002). (Fig. 11).

En cuanto a las propiedades dinamicas del anillo de septinas en hifas, estudios realizados mediante FRAP han
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Figura 11. Biologia celular del desarrollo
hifal de C. albicans. a. En cuanto ocurre
el inicio a la evaginacién del tubo
germinal, una banda basal de septinas
se hace visible tanto en la base de esta
estructura como en el “tip”. Se muestra
la septina Cdc10 marcada con la proteina
fluorescente amarilla (YFP). El contorno
de la hifa (azul) ha sido tefiido con
Concavalina-Alexafluor. b. El crecimiento

del tubo germinativo da lugar a que la
banda basal desaparezca para que en su

Anilla i “Cop” de .ﬁ ) .
mm Anillo de septinas ﬁ <= ptinas lugar se forme a un anillo de septinas en
™ Banda basal de 0 o ﬁ el interior de la hifa en crecimiento. En
e Nicleo . o
septinas ese momento, el nucleo (tefiido con DAPI;
color azul) migra fuera del cuerpo de la
hifa para realizar la mitosis en el tubo

germinativo. La tincidén con Concavalina-
.'- Ll Texas Red marca el contorno de las hifas.
c. El anillo de septinas se divide en dos,
permitiendo la formacién del septo en
medio de las dos estructuras. Tincién
como en la figura a. d. Esquema del
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demostrado que poseen un comportamiento dinamico especifico, diferente de los estados estatico y fluido de
levaduras, y que ha sido denominado estado especifico de hifas (HSS o “Hypha-Specific State”). A diferencia de
lo que ocurre en levaduras, el estado especifico de hifas se caracteriza porque las distintas septinas presentan
una dinamica diferente: asi, mientras que Cdc3, Cdcl2 y Sep7 permanecen incorporadas de forma estable en
el anillo, la septina Cdc10 es altamente dinamica y presenta una alta tasa de intercambio entre el anillo y el
citoplasma (Gonzalez-Novo et al., 2008). Este comportamiento dinamico de Cdc10 es dependiente de la septina
Sep7 y de su fosforilacion por parte de la ciclina Hgcl, ya que tanto en los mutantes sep7A/A como en los
hgclA/A el intercambio de Cdc10 con el citoplasma se pierde. Como se comentard en apartados posteriores,
este cambio en la dindmica del anillo de septinas en hifas es esencial para inhibir la separacidn celular durante

en crecimiento filamentoso.

1.5.5 Regulacidn del anillo de septinas en C. albicans.

En Candida spp. se han descrito los mismos reguladores de las septinas que en S. cerevisiae. El ensamblaje de las
septinas en el punto de gemacidn necesita de la sefializacion de Cdc42-GTP y de reguladores como las quinasas
Gin4 y Cla4.

Las hifas de C. albicans se han utilizado como modelo para el estudio de la regulacion del ensamblaje de los
anillos de septinas, porque se organizan a intervalos regulares a lo largo del filamento. Como se ha comentado
anteriormente, en las hifas las septinas se organizan inicialmente como una estructura asociada al apice del
filamento hasta que una sefial de origen desconocido desencadena el que se queden ancladas en un punto
concreto del cortex lateral de la hifa mientras que el apice continta creciendo (DeMay et al., 2009; Sudbery,
2001; Warenda y Konopka, 2002). Court y Sudbery han demostrado que la desregulacion en los niveles de
Cdc42-GTP, bien por delecion de los GAPs Rga2 y Bem3 o bien por el uso de un mutante hiperactivo (Cdc42-
G12V), produce la formacidn de anillos ectépicos en pseudohifas y/o anillos que presentan un aspecto de barras
paralelas en lugar de continuos (Court y Sudbery, 2007), indicando que los niveles de activacién de Cdc42 son

importantes para la formacion y/o maduracién del anillo de septinas. De forma similar, la quinasa Gin4 también
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parece estar implicada en la transmision de la sefial que desencadena la formacién del anillo de septinas en las
hifas, ya que los mutantes gin4A/A no forman anillos estables en las hifas, aunque si son capaces de localizarse
en el apice de la hifa (Wightman et al., 2004). En C. albicans, Gin4 fosforila a Cdc11 en un Unico residuo que
permite su posterior fosforilacidon en un residuo adyacente por el complejo Cdc28-Ccn1 (Sinha et al., 2007). Estas
fosforilaciones son necesarias para mantener un crecimiento polarizado robusto, pero mutantes no fosforilables
de Cdc11 son capaces de ensamblar anillos de septinas normales, lo que indica que deben existir otras dianas de

Gin4 que son criticas para la organizacion y asociacidn de las septinas a la membrana plasmatica.

Mads recientemente se ha demostrado que Cdc28-Clb2 fosforila a Gin4 en un grupo de sitios consenso
de fosforilacién localizados antes del dominio quinasa, activando su actividad quinasa, lo que produce la
fosforilacion de Sep7 (Li et al., 2012a). La generacion de mutantes fosfodeficientes en estos residuos impide la
activacion de Gin4, reduce su asociacidn con Sep7, altera la dinamica de Sep7 en el anillo y produce defectos en
morfogénesis y citoquinesis. Por el contrario, los mutantes fosfomiméticos aumentan la actividad quinasa pero
tiene defectos moderados. Es interesante que estos autores también encontraron que Gin4 tiene funciones
que son independientes de su actividad quinasa durante G1, que son esenciales para el ensamblaje del anillo

de septinas.

Es interesante que en otro hongo filamentoso como Ashbya gossypii, las quinasas Gin4 y EIm1 tampoco son
necesarias para la unién de las septinas a la punta de la hifa, pero si para la coalescencia en barras y asociacion
con el cortex lateral (DeMay et al., 2009), lo que indica que estos mecanismos de regulacidn estan conservados
entre distintos hongos. Se ha propuesto que las quinasas EIm1 y Gin4 podrian regular la afinidad de las septinas
por la membrana (Gladfelter, 2010). Experimentos realizados con septinas de S. cerevisiae o humanas sugieren
que las septinas poseen afinidad por fosfoinositoles fosforilados (PIP) (Bertin et al., 2010; Tanaka-Takiguchi et
al., 2009; Zhang et al., 1999), por lo que las quinasas EIm1 y Gin4 podrian promover la asociacién de las septinas
con las membranas fosforilando algunos residuos clave todavia desconocidos que incrementen su afinidad por
las membranas que contienen PIP o promoviendo cambios en la composicidon de las membranas por activacion

de Mss4, la quinasa que convierte PIP en PIP2.

1.5.6 Las septinas y el crecimiento polarizado.

El hecho de que las levaduras de C. albicans posean la habilidad de polarizar rapidamente su crecimiento como
respuesta a factores inductores sugiere que, ademas de la induccion del programa transcripcional especifico
de hifas, las modificaciones post-traduccionales de proteinas previamente existentes en las levaduras son
importantes para la transicion levadura-hifa (Gonzalez-Novo et al., 2009). Un ejemplo de esto es la septina Cdc11,
cuya fosforilacion en la serina 395 cerca de su extremo C-terminal por la quinasa Gin4 en el ciclo celular previo
a la induccién del crecimiento hifal es necesaria para que tenga lugar otra fosforilacién en la serina contigua
(5394) por la quinasa Cdc28 asociada a la ciclina Ccnl. Esta modificacién ocurre en los primeros 5 minutos
posteriores a la induccién de las hifas y es esencial para la induccion y el mantenimiento del crecimiento hifal
(Sinha et al., 2007)(Fig. 12). Asi, las células deficientes en la proteina Ccnl o mutantes que contienen un alelo
fosfodeficiente de Cdc11 (CDC11%%%*) emiten tubos germinales normales pero son incapaces de mantener el
crecimiento polarizado una vez se ha formado el primer septo. En el mutante ccnlA, este fenotipo se suprime al
introducir un alelo fosfomimético de Cdc11 (CDC1153943%5P0), Estos resultados ponen de manifiesto que el estado

de fosforilacion de Cdcl11 es importante para mantener un crecimiento polarizado sostenido en el tiempo.

Una posibilidad atractiva es que la fosforilaciéon sobre la serina 394 de Cdcl1 regule la interaccion del anillo
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de septinas con otras proteinas implicadas en el crecimiento
polarizado, ya que una de las funciones del anillo es actuar como
andamiaje para otros factores celulares. Uno de ellos podria ser el S395
exocisto, pues células carentes de Sec3 (componente del exocisto)
muestran un fenotipo similar al del mutante ccn1A/A, fenotipo que
se suprime al delecionar CDC11 (Li et al., 2007). El exocisto es un
complejo multiproteico necesario para la fusién de las vesiculas de

secrecion con la membrana plasmatica en el sitio de crecimiento

Induccion
filamentacion

polarizado (Pruyne y Bretscher, 2000a; Pruyne y Bretscher, 2000b).
En S. cerevisiae, la constriccién que ocurre en el plano de division
es debida a la capacidad que tiene el anillo de septinas de dirigir

la secrecién de vesiculas a ambos lados del cuello de la célula hija,

lo que produce un engrosamiento de esa zona (Gladfelter et al.,

Ccn1

Cdc28
Crecimiento

apical

2005). Aunque las levaduras de C. albicans también poseen estas

constricciones, las hifas de este hongo carecen de ellas a los lados
del septo, por lo que se ha propuesto que en los filamentos el anillo
de septinas no posee la capacidad de atraer vesiculas secretoras.

Estas observaciones sugieren que en las células apicales de las

hifas deben existir mecanismos que modifiquen selectivamente

las septinas del cuello y del “cap” para que la exocitosis tenga
lugar Unicamente en el apice de la hifa. Se ha propuesto que la

fosforilacién de Cdcll por Gin4 y Cdc28-Ccnl podria reducir la

Figura 12. Las septinas son esenciales para el
desarrollo de las hifas de C. albicans. Durante
el crecimiento en forma de levaduras, Cdcll es
fosforilado por Gin4 en la serina 395 al final del ciclo

celular previo. En la induccidon de la filamentacién esta
fosforilacion permite la subsecuente fosforilacién
por parte de Cdc28-Ccnl en la serina 394, lo que
permite el correcto desarrollo de las hifas después
del ensamblaje del primer anillo de septinas. Tomado
de Gonzélez-Novo et al. (2009).

afinidad de Cdc11 por Sec3 en el anillo, lo que haria que el exocisto
se ensamblase principalmente en el apice de la hifa en crecimiento
(Gonzalez-Novo et al., 2008; Sudbery, 2007).

Recientemente se ha demostrado que las propias septinas son necesarias para mantener el crecimiento
polarizado en las hifas (Li et al., 2012b). Mediante el uso del mutante termosensible cdc12-6, que elimina los
ultimos 13 aminoacidos de la proteina, se ha demostrado que el mutante es capaz de responder al suero e
iniciar la formacion de filamentos, pero a tiempos mas largos forma cadenas de compartimentos elongados sin
anillos de septinas y con defectos en la formacién de septos. Al mismo tiempo, estas células frecuentemente
forman una segunda hifa en las proximidades de la primera, un fenotipo que no se observa en la cepa silvestre

y ademads, son incapaces de formar la banda basal de septinas.

1.5.7 Las septinas y la regulacién de la separacidn celular.

El ciclo de division celular en levaduras llega a su fin cuando los dos citoplasmas de las células resultantes se
separan mediante la sintesis de una barrera fisica denominada septo. Esta es una estructura muy similar en
C. albicans y S. cerevisiae, presentandose en ambos casos como una estructura trilaminar. La capa central se
denomina septo primario y estd compuesta principalmente por quitina, sintetizada por la quitin sintasa Il (Chs2),
mientras que a ambos lados se encuentran los llamados septos secundarios, cuya composicién quimica es similar
al resto de la pared, compuestos principalmente de B-1,3-glucano y B-1,6-glucano (Klis et al., 2001). El dltimo
paso del ciclo celular es la separacidn fisica de las dos células por hidrdlisis del septo primario. En S. cerevisiae la
separacién ocurre cuando el septo primario es degradado por enzimas como la quitinasa codificada por CTS1y

la endoglucanasa codificada por ENG1/DSE4, permitiendo la separacion de las células madre e hija (Baladron et
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al., 2002; Kuranda y Robbins, 1987). La expresion de estos genes es especifica de la célula hija y esta regulada por
el factor de transcripcidon Ace2, el cual se acumula de forma asimétrica en el ndcleo de la célula hija por accién
de la quinasa Cbk1 y su subunidad reguladora Mob2 (Colman-Lerner et al., 2001). La expresion de este complejo
es dependiente de la activacion de la ruta de salida de mitosis (ruta MEN, del inglés “Mitotic Exit Network”),
mediante liberacién del nucleo de la fosfatasa Cdc14 (Brace et al., 2011). En el apartado 1.6 se describira con

mas detalle la regulacién de la separacion celular por la ruta RAM (“Regulation of Ace2 and Morphogenesis”).

En C. albicans, la separacidn fisica de las dos células durante el crecimiento en forma de levadura también
depende de enzimas hidroliticas como la endoglucanasa Engl y las quitinasas Cht1, Cht2 y Cht3 (Dunkler et al.,
2005; Esteban et al., 2005; McCreath et al., 1995; McCreath et al., 1996), y el proceso estd regulado por el factor
de transcripcidon Ace2 (Kelly et al., 2004). En este proceso también participa la fosfatasa Cdc14, ya que el fenotipo
tipico de los mutantes cdc14A/A es que forman de grupos de células sin separar, similares a los del mutante
ace2A/A (Clemente-Blanco et al., 2006) (Figura 13).

Una diferencia crucial entre el crecimiento en forma de levaduras e hifas es que mientras que en las primeras
la separacion celular ocurre inmediatamente después de la citoquinesis permitiendo que la célula madre e hija
se conviertan en entidades independientes, en las hifas la separacion de los compartimentos esta inhibida,
permitiendo de esta manera que se formen las estructuras filamentosas tipicas del crecimiento hifal de C.
albicans. Trabajos de los ultimos afios estan permitiendo conocer los detalles moleculares de la inhibicién de la
separacion celular en las hifas. Como se comento en el apartado 1.5.4, la induccién del crecimiento filamentoso
trae consigo modificaciones importantes en la dindmica del anillo de septinas. En este estado morfoldgico, el
anillo de septinas se convierte al denominado estado especifico de hifas (HSS) que se caracteriza por la existencia
de un nucleo estable de septinas (Cdc3, Cdc12 y Sep7) y una alta tasa de intercambio de Cdc10 entre el anillo y el

citoplasma (Gonzalez-Novo et al., 2008). Se ha propuesto que el ntcleo formado por Cdc3, Cdcl12 y Sep7 podria
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Figura 13. Regulacion de la separacion celular en C. albicans. En levaduras las septinas sirven como andamio para la llegada de Cdc14 al
plano de division, lo que activa la maquinaria de separacion celular dependiente de Ace2. Con la induccién de la filamentacion, las septinas
cambian su dindmica al estado especifico de hifas el cual se caracteriza por el alto intercambio de Cdc10 entre el citoplasma y el anillo. Esta
dindmica impide que Cdc14 se transloque al septo de la hifa con lo que el programa de separacién celular permanece inhibido. Este proceso
es dependiente de Sep7 y de Hgcl. Modificado de Gonzalez-Novo et al. (2009).
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ser suficiente para garantizar la estabilidad del anillo de septinas, mientras que el incremento en la dindmica
de Cdc10 podria alterar las propiedades de andamiaje del anillo de septinas (Gonzalez-Novo et al., 2009). Se ha
demostrado que la conversion del anillo al estado especifico de hifas depende de Sep7, ya que en un mutante
sep7A/A los anillos de las hifas presentan una dinamica similar a la de levaduras (ausencia de intercambio de

Cdc10 con el citoplasma) y de la fosforilacion de Sep7 mediada por la ciclina Hgcl (Gonzélez-Novo et al., 2008).

Otro fenotipo que presentan los mutantes sep7A/A durante el crecimiento en forma de hifas es que activan
la separacién celular, de tal manera que los distintos compartimentos de la hifa se independizan en lugar de
permanecer unidos, lo que indica que existe una correlacion directa entre el cambio en la dinamica del anillo
de septinas y la inhibicion de la separacion. En este proceso también estd implicada la fosfatasa Cdc14, que en
levaduras se localiza durante la citoquinesis en la regidon del septo, mientras que en hifas se mantiene excluida
de él por accion del complejo Cdc28-Hgcly por el cambio en la dinamica del anillo de septinas (Clemente-Blanco
et al., 2006; Gonzalez-Novo et al., 2008). Asi, se ha comprobado que en el mutante sep7A/A la fosfatasa Cdc14
se localiza en el septo de las hifas y esto es suficiente para activar la separacion, ya que en el doble mutante
sep7A/A cdc14A/A los compartimentos de las hifas permanecen unidos a pesar de que la dinamica del anillo de
septinas es similar a la del mutante sep7A/A. Por tanto, la modificacidn de la dindmica del anillo en hifas altera
sus propiedades como andamio molecular, inhibiendo la asociacion de determinados factores reguladores a
la zona del septo. Una vez en el anillo de septinas, Cdc14 podria defosforilar a las proteinas que controlan la
separacion celular, como el complejo Cbk1-Mob2, que tanto en S. cerevisiae como en C. albicans se localiza en
la regidn del septo y es necesario para la acumulacion de Ace2 en el nucleo de la célula hija (Gutiérrez-Escribano
et al., 2011; McNemar y Fonzi, 2002; Nelson et al., 2003).

1.6 LA RUTA RAM

La ruta de regulacion de Ace2 y morfogénesis (conocida como ruta RAM por su nombre en inglés “Regulation of
Ace2 and Morphogenesis”) es una ruta de sefializacion mediada por quinasas conservada en eucariotas, desde
levaduras hasta humanos, la cual ha sido ampliamente estudiada en S. cerevisiae donde regula procesos como
la separaciéon celular y el crecimiento polarizado (revisado en Saputo, 2012; Weiss et al., 2002). Esta ruta es
homologa de la ruta Hippo de células eucariotas superiores, en las que regula el crecimiento tisular y controla
otra serie de procesos como la determinacién del destino celular, mitosis o pluripotencia (Hergovich et al.,
2006; Hergovich et al., 2008). Esta Introduccidn se centrara fundamentalmente en la funcién de la ruta RAM en
hongos y levaduras. Para mas informacion sobre esta ruta en eucariotas superiores, consultar algunas revisiones

recientes (Harvey y Hariharan, 2012; Hergovich et al., 2006; Kyriakis y Avruch, 2012; Ramos y Camargo, 2012).

La estructura de estas rutas es similar en todos los organismos en los que estan presentes, existiendo una protein
quinasa del grupo de las quinasas de centro germinal o GCK (la quinasa “Mst/Hippo”) que controla directamente
la actividad de otra quinasa del grupo AGC (la quinasa “Ndr/LATS”) que se encuentra unida a una subunidad
co-activadora de tipo “Mob” (Edgar, 2006; Hergovich, 2011; Hergovich, 2012; Varelas et al., 2010). Las quinasas
Ndr/LATS son el componente final de la ruta y controlan polarizacién celular, expresién génica y morfogénesis.
Cuando estas rutas se activan, la quinasa Mst/Hippo fosforila a las quinasas Ndr/LATS en un motivo hidrofébico
proximo al extremo C-terminal (denominado HM) que esta presente en todas las quinasas del grupo AGC. Esta
fosforilacién aumenta su actividad y al mismo tiempo es necesaria para la interaccidén con sus sustratos in vivo
(Biondi et al., 2002; Sarbassov et al., 2005; Yang et al., 2002), aunque no esta claro que las quinasas Ndr/LATS

funcionen de manera similar. Las quinasas Ndr/LATS contienen un sitio de fosforilacion en un lazo regulatorio de
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activacién que se modifica de forma intramolecular para su activacién (Bichsel et al., 2004; Jansen et al., 2006).

Existen dos tipos de rutas Mst/Hippo que se conservan en los organismos eucariotas y se mantienen como
rutas de sefializacidon independientes. En uno de ellos, el efector final de la ruta es una quinasa LATS que se
asocia a un co-activador de tipo Mob1, mientras que el otro tipo estd compuesto por una quinasa Ndr unida
al co-activador Mob2. La ruta RAM es una ruta de tipo Ndr, mientras que la ruta MEN de S. cerevisiae es
una ruta de tipo LATS, y desempefian funciones distintas en las células. De forma similar, las rutas de células
eucariotas superiores tienen distintas funciones: la ruta “salvador/warts/hippo” es una ruta tipo LATS que frena
el crecimiento celular y promueve apoptosis (Harvey y Tapon, 2007; Pan, 2010; Zhao et al., 2011), mientras que
la ruta “furry/tricornered/hippo” de tipo Ndr activa la division celular y controla la polaridad celular (Cornils et
al., 2011; Emoto, 2011; Staley y Irvine, 2012).

En levaduras, la ruta RAM controla fundamentalmente dos procesos celulares, el crecimiento polarizado y la
separacién celular, por lo que mutantes carentes de cualquiera de los componentes de esta ruta presentan
dos fenotipos principales: defectos en separacion celular lo que genera grupos de células, e incapacidad de
mantener el crecimiento polarizado, por lo que las células son redondeadas. El primero de estos fenotipos es
debido al papel que Cbkl/Mob2 desempefian en la regulacién del factor de transcripcion Ace2, que regula a
los genes necesarios para degradar el septo (Bidlingmaier et al., 2001; Colman-Lerner et al., 2001). En cuanto al
segundo fenotipo, aunque el papel de la ruta RAM en el crecimiento polarizado no ha sido bien caracterizado, se
sabe que Cbk1 interviene en la regulacion de procesos de secrecion dependientes del aparato de Golgi y de las

proteinas Sec2 y Sec4, implicadas en exocitosis (Kurischko et al., 2008).

1.6.1 La ruta RAM en S. cerevisiae.

En S. cerevisiae, la ruta RAM es esencial para la viabilidad de las células y estd compuesta por seis proteinas que
se asocian en al menos dos médulos diferentes (Bidlingmaier et al., 2001; Nelson et al., 2003; Racki et al., 2000;
Weiss et al., 2002; revisado en Weiss, 2012) (Fig. 14). Las células carentes de cualquiera de estos componentes
presentan fenotipos idénticos, y la pérdida de multiples componentes no aumenta el fenotipo (Bidlingmaier
et al., 2001; Nelson et al., 2003). El efector final de la ruta es el mdédulo formado por la Ndr quinasa Cbk1,
que funciona asociada al co-activador Mob2 (Weiss et al., 2002). Cbk1 esta regulada por la protein quinasa de
tipo Mst/hippo Kicl, que se asocia con la subunidad activadora Hym1 (Brace et al., 2011; Nelson et al., 2003).
La proteina Tao3 es critica para la interaccidon de estos dos médulos, funcionando como andamiaje de ambos
complejos, aunque su papel no esta bien caracterizado (Du y Novick, 2002; Jorgensen et al., 2002; Nelson et al.,
2003). Adicionalmente, la proteina Sog2 es importante para la funcién de la ruta RAM. Sog2 es una proteina
rica en leucinas y parece interaccionar directamente con el complejo Kicl-Hym1 (Nelson et al., 2003). Todos los
componentes, excepto Sog2, estan conservados, existiendo paralogos desde hongos hasta metazoos (Cornils et
al., 2011; Emoto, 2011; Hergovich, 2011; Hergovich et al., 2006; Maerz y Seiler, 2010).

El médulo Cbki1-Mob2: Cbkl y Mob2 estdn presentes durante todo el ciclo celular, se asocian de forma
constitutiva y colocalizan en todo momento (Colman-Lerner et al., 2001; Weiss et al., 2002). La actividad de
Cbk1 fluctua de forma modesta durante el ciclo celular, con picos durante la formacion de la yema y separacion
celular (Weiss et al., 2002). La localizacion de Cbk1 y Mob2 es consistente con su funcién dual en el control de la
morfogénesis y separacion celular. Se concentran en el cuello entre las células madre e hija en células con yemas
grandes en telofase antes de la contraccién del anillo de actomiosina y localizan de forma dispersa en el cértex
de la célula hija (Bidlingmaier et al., 2001; Colman-Lerner et al., 2001; Racki et al., 2000; Weiss et al., 2002). Las
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dos proteinas dependen una de la otra para su correcta localizacion en el cértex, pero son independientes del
resto de los componentes de la ruta RAM (Nelson et al., 2003; Weiss et al., 2002). También se localizan en el
nucleo de la célula hija durante la transicion M/G1 de forma dependiente de Ace2, lo que sugiere que entran en

el nucleo formando un complejo ternario (Colman-Lerner et al., 2001; Weiss et al., 2002).

Cbk1 presenta un sitio consenso de fosforilacion complejo, lo que ha facilitado la deteccién de sus posibles
dianas “in silico”. Cbk1 fosforila Ser o Thr presentes en |OS motivo H-X-X-R/K-X-S/ 0 H-X-R/K-X-X-S/T (Mazanka et
al., 2008), similar al descrito para la familia de protein quinasas LATS/warts de la ruta yorkie/YAP/TAZ (Shcheprova
et al., 2008; Wang, 2009).

Mob2 es un miembro de la familia de proteinas Mob, que funcionan en complejos con las protein quinasas
Ndr/LATS en todos los eucariotas (Hergovich, 2011). La asociacién de Mob2 con Cbk1 es critica para la actividad
quinasa, lo que indica que actia como un co-activador (Weiss et al., 2002). Al mismo tiempo, la unién de Mob?2
estabiliza a Cbk1 “in vivo” (Nelson et al., 2003; Weiss et al., 2002).

El médulo Kicl-Hym1: Kicl es una quinasa relacionada con Mst/hippo con un dominio catalitico similar al de
Cdc15 (Sullivan et al., 1998). Kic1 fue identificado inicialmente como una proteina que interaccionaba con Cdc31,
una proteina relacionada con la calmodulina que es esencial para la duplicacion del cuerpo polar del huso.
Kicl se asocia con Hym1, que esta relacionada con las proteinas MO25 de metazoos (Bidlingmaier et al., 2001;
Jorgensen et al., 2002; Nelson et al., 2003; Sullivan et al., 1998). Similar al médulo Cbk1/Mob2, Kicl y Hym1 se
localizan en los sitios de crecimiento y remodelacidn de la pared celular, incluyendo el cértex de la célula hija, la
proyeccién de conjugacion y el cuello, siendo la localizacion de Hym1 dependiente de Kicl (Bidlingmaier et al.,
2001; Nelson et al., 2003).

Las proteinas Tao3 y Sog2: Tao3/Pagl es una proteina grande (350 kDa) esencial para la funciéon de la ruta RAM
(Du y Novick, 2002; Jorgensen et al., 2002; Nelson et al., 2003). Interacciona fisicamente con Kicl y Cbk1, por
lo que puede ser un andamio molecular que facilita la comunicacién entre los dos mdédulos (Chatr-Aryamontri
et al., 2013; Nelson et al., 2003). Su localizacién es similar a la de los otros componentes de la ruta descritos
anteriormente, pero no necesita de ellos para localizarse (Nelson et al., 2003). Tao3 estd conservada desde
levaduras a metazoos y pertenece a la familia de proteinas “furry” (Cong et al., 2001). Por su parte, Sog2 es una

proteina rica en leucinas que interacciona con Kicl y posiblemente con Tao3, localizando en el cértex celular
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Figura 14. Ruta RAM en S. cerevisiae. Esquema de los componentes de la ruta. La flecha azul indica la fosforilacion de Cbk1 por parte de
Kicl, clave para su regulaciéon. También se indican las funciones de esta ruta y los sustratos identificados que median cada una ellas. Tomado
de Saputo et al. (2012).
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(Nelson et al., 2003). Es el componente menos conocido de la ruta, y no estd conservado como el resto de las

proteinas.

En cuanto a la funcién y activacion de Cbk1, varios estudios han demostrado que son dependientes del resto de
los otros componentes de la ruta, asi como de la fosforilacion en los dos sitios conservados en las quinasas de la
familia Ndr/LATS (Bourens et al., 2009; Jansen et al., 2006; Panozzo et al., 2010). Mediante el uso de anticuerpos
fosfoespecificos que reconocen la fosforilacion en el motivo HM o en el lazo de activacion, se ha comprobado
que ambos sitios estan fosforilados “in vivo” (Jansen et al., 2006). La fosforilacion del motivo HM es dindmica a lo
largo del ciclo celular, con picos durante la separacion y el crecimiento de la yema, mientras que la fosforilacion
en el lazo de activacién, que ocurre mediante autofosforilacion, se mantiene relativamente constante (Jansen
et al., 2006). Analisis genéticos indican que la fosforilacidn en estos dos sitios es importante para la funcion de
Cbk1, aunque en distinta medida (Bourens et al., 2009; Jansen et al., 2006; Panozzo et al., 2010). La mutacién
del sitio de fosforilacién en el lazo activador reduce severamente la actividad catalitica de Cbk1, aunque este
alelo produce un fenotipo moderado, tanto en crecimiento polarizado como en separacion (Bourens et al., 2009;
Jansen et al., 2006). Por el contrario, la mutacion del sitio HM a Ala elimina completamente la funcién de Cbk1
“in vivo”, pero no la actividad quinasa “in vitro”, mientras que su cambio a Glu aumenta significativamente la
actividad quinasa (Brace et al., 2011). La fosforilacion del sitio HM necesita de todos los componentes de la ruta
RAM, pero también esta reducida significativamente en los mutantes ace2A, lo que indica que este sustrato
promueve la activacion de su quinasa. No se conoce el mecanismo por el que Ace2 aumenta la fosforilacion
de Cbk1, aunque se piensa que podria ser porque aumenta la unién con Kicl-Hym1, porque oculta el sitio

fosforilado a una fosfatasa o porque secuestra a Cbk1-Mob2 en el nicleo donde no se encuentra dicha fosfatasa.

La funcidn mejor caracterizada de Cbk1 y la ruta RAM en S. cerevisiae es la regulacion del proceso de separacion
celular a través de la fosforilacién y regulacién del factor de transcripcion Ace2. Como se ha comentado
anteriormente, la separacién celular ocurre por destruccion del septo primario que separa ambas células.
Este proceso ocurre minutos después de que ha sido sintetizado, por lo que su regulacidon temporal debe estar
finamente ajustada con la sintesis del septo para impedir que la degradacion comience demasiado pronto y
se produzca la lisis celular. Al mismo tiempo también existe un control espacial, ya que ocurre desde el lado
de la célula hija. El control temporal y espacial de este proceso dependen de la ruta RAM, que asegura que la
destruccion del septo sea un proceso que ocurra Unicamente una vez en la vida de una célula, cuando es una
célula hija. Ace2 es un factor de transcripcion que contiene dos dedos de Zinc de tipo C2H2 cerca de su extremo
C-terminal, que reconocen la secuencia GCTGG[G/T/C] (Dohrmann et al., 1992; Dohrmann et al., 1996). También
contiene sefiales de importacion (NLS) y exportacidon (NES) nuclear independientes, que han sido confirmadas
“in vivo”. La sefial NLS se localiza en el extremo C-terminal detras de los dedos de Zn, mientras que la secuencia
NES estd cerca del extremo amino (Jensen et al., 2000; Mazanka et al., 2008). Mediante experimentos de
intercambio de dominios con el factor de transcripcion Swi5, el cual es muy parecido a Ace2, se ha comprobado
que existen varias regiones funcionales, y que la unién con Cbk1 tiene lugar mediante una regién en el centro de
la proteina (McBride et al., 1999; Shia et al., 2008). Ace2 regula un grupo de genes que codifican las enzimas que
se encargan de la degradacién del septo, activando su expresién de forma precisa en el momento en que tiene
lugar la separacion (Lu et al., 2007; Spellman et al., 1998). Estos genes incluyen CTS1, SCW11, DSE2, DSE3, ENG1/
DSE4 y SUN4, que codifican distintas glucanasas o quitinasas encargadas de la degradacion del septo (Baladrén
et al., 2002; Bidlingmaier et al., 2001; Colman-Lerner et al., 2001; Di Talia et al., 2009; Dohrmann et al., 1992;
O’Conallain et al., 1999; O’Conallain et al., 1998).
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Inicialmente, Ace2 se regula a nivel de transcripcion, ocurriendo su expresion al comienzo de la fase M bajo el
control del factor de transcripcién Fkh2, de la familia “Forkhead” (Hollenhorst et al., 2001; Koranda et al., 2000),
pero también esta regulada su acumulaciéon en el nicleo de forma precisa. Una vez que se ha sintetizado, Ace2
se mantiene en el citoplasma durante la mitosis temprana porque la actividad CDK mitdtica fosforila una serie
de sitios préximos a la NLS y la mantiene inactiva hasta que comienza la salida de mitosis (Dohrmann et al.,
1992; O’Conallain et al., 1999) (Fig. 15). La sustitucion de estos sitios de fosforilacion por Ala permite la entrada
de Ace2 al nucleo antes de tiempo (Brace et al., 2011; Mazanka y Weiss, 2010; O’Conallain et al., 1999; Sbia et
al., 2008). De hecho, estos sitios estan fosforilados “in vivo”, seglin se ha determinado mediante ensayos de
espectrometria de masas masivos (Archambault et al., 2004; Holt et al., 2009). Al final de mitosis, cuando se
activa la ruta MEN de salida de mitosis, se produce una defosforilacién rapida de los sitios CDK fosforilados de
Ace2, de forma dependiente de la fosfatasa Cdc14 (Archambault et al., 2004; Mazanka y Weiss, 2010; Sbia et
al., 2008). Esta defosforilacion es necesaria, pero no suficiente, para activar la expresion de las dianas de Ace2.
En células mitdticas Ace2 se distribuye de forma isotrépica en ambas células, pero esta excluida del nucleo
hasta el final de anafase. La proteina comienza a ser visible en el nucleo de las células madre e hija durante
telofase, momento en el que se produce tanto el importe como el exporte nuclear. Unos minutos antes de la
contraccion del anillo de actomiosina, la distribucion de Ace2 cambia y comienza a acumularse exclusivamente
en el nucleo de la célula hija, donde permanece hasta que se completa la separacion de las células madre e hija.
Este cambio en el comportamiento de Ace2 se debe a la accién de la ruta RAM. Cbk1 regula directamente el
transporte nucleo-citoplasma de Ace2 fosforilando dos sitios consenso que se encuentran al lado de la sefial NES
y la inactivan, permitiendo de esta manera su acumulacion nuclear asimétrica (Brace et al., 2011; Mazanka y
Weiss, 2010; Mazanka et al., 2008). Cbk1 también regula a Ace2 fosforilando otro sitio en el centro de la proteina
(S436). Esta fosforilacion no es necesaria para la localizacion nuclear, sino que sirve para aumentar la actividad

transcripcional de Ace2 (Mazanka et al., 2008).

Por tanto, el proceso de separacién estd finamente regulado por varias las rutas de sefializacién CDK, FEAR, MEN

y RAM, que actuan de forma secuencial durante mitosis y G1, controlando de forma precisa la localizacion y
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Figura 15. Esquema general de la ruta RAM en S. cerevisiae. La ruta RAM y las quinasas dependientes de ciclinas regulan la localizacién
especifica en la célula hija y la activacion de Ace2. Tomado de Saputo et al. (2012).
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activacién de Ace2. En este mecanismo, Cbkl regula a Ace2 de dos maneras: permitiendo su acumulacién en
el nucleo de la célula hija y aumentando su actividad transcripcional. Sin embargo, un aspecto que todavia se
desconoce de esta regulacion es el mecanismo por el que se genera la asimetria de Ace2 y que hace que se

acumule exclusivamente en el nucleo de la célula hija.

1.6.2 La ruta RAM en C. albicans.

La ruta RAM en C. albicans se compone de los mismos elementos descritos para S. cerevisiae, las proteinas Cbk1,
Mob2, Kicl, Hym1, Pagl y Sog2 (McNemar y Fonzi, 2002; Song et al., 2008). Aunque los datos conocidos no son
tan abundantes como en S. cerevisiae, los fenotipos de los mutantes carentes de cualquiera de estos componentes
son similares a los de S. cerevisiae, células en grupos incapaces de separarse y defectos en polarizacion, lo que
indica que las funciones son similares en ambos organismos. La delecidon de CBK1 inhibe la separacion celular,
produciendo agregados de células que no se separan por sonicacién (McNemar y Fonzi, 2002) y la expresion de
los genes implicados en separacion (como CHT2 y CHT3) esta reducida, lo que sugiere que en C. albicans Cbk1
también regula a Ace2. Ademas, los mutantes cbk1A/A son incapaces de formar filamentos, indicando que la
ruta RAM también es necesaria para el crecimiento polarizado. Consistente con esta idea, se ha comprobado
también que los mutantes mob2A/A, kic1A/A, paglA/A, hym1A/Ay sog2A/A presentan los mismos defectos que
los mutantes cbk1A/Ay que la expresidn de los genes regulados por Ace2 y de un grupo de genes especificos de
hifas esta reducida en el mutante mob2A/A (Song et al., 2008). Los defectos presentados por los mutantes de
la ruta RAM durante la induccién de las hifas han sido relacionados con una desregulacién de Nrgl y Tupl, los

cuales actian como represores de los genes especificos de hifas o HSGs (Song et al., 2008).

Respecto al factor de transcripciéon Ace2, aunque en algunas especies de Candida spp. se han descrito tanto
a ACE2 como a su ortologo SWI5, en C. albicans solamente se ha identificado un gen que presenta homologia
tanto con ScACE2 (24% de identidad) como con ScSWI5 (21% de identidad). A pesar de que las secuencias de
aminoacidos de ScAce2 y CaAce2 no son muy similares, la region de los dedos de zinc se encuentra altamente
conservada entre las dos proteinas (Kelly et al., 2004). También existe un cierto grado de conservacién en el
extremo amino, donde se localiza la secuencia NES y dos de los sitios de fosforilacion por Cbk1-Mob2, lo que
sugiere que los mecanismos de regulacion de la localizacién de Ace2 podrian estar conservados en S. cerevisiae
y C. albicans. Similar a lo que ocurre en S. cerevisiae, los mutantes ace2A/A exhiben importantes defectos de la
separacion celular y en la expresion del gen CHT3 (Clemente-Blanco et al., 2006; Kamran et al., 2004; Song et al.,
2008). Consistente con su papel en la regulacion de genes implicados en separacion celular, Ace2 se localiza tanto
en el nucleo de las células hijas de levaduras como en el nucleo de las hifas (Bharucha et al., 2011; Kelly et al.,
2004; Wang, 2009). Mediante experimentos de expresién génica usando “microarrays”, se ha comprobado que
Ace2 no solo regula la expresion de las enzimas que degradan el septo durante la separacion, sino que también
induce la expresion de genes que codifican para enzimas glicoliticas y reprime, de forma directa o indirecta, la
de los genes implicados en respiracion (Mulhern et al., 2006). Recientemente también se ha descrito que Ace2

regula la expresion basal de los genes que codifican para O-manosil transferasas (Cantero y Ernst, 2011).

Ademas de ser dependiente de la ruta RAM, la expresion de los genes controlados de Ace2 también estd
regulada por la quinasa dependiente de ciclinas Cdc28 y por la fosfatasa Cdc14 (Clemente-Blanco et al., 2006;
Wang, et al., 2009). Se ha demostrado que Cdc28 fosforila al modulador transcripcional Efgl, el cual a su vez
reprime la expresion de genes implicados en separacién celular mediada por Ace2 durante las fases tempranas
del ciclo celular y durante la transicion levadura-hifa (Wang, et al., 2009). Del mismo modo, la fosfatasa Cdc14 es

necesaria para la acumulacion nuclear de Ace2 y por tanto también es necesaria para la expresién de las dianas
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de este factor de transcripcién (Clemente-Blanco et al., 2006).

Teniendo en cuenta que la transicion levadura-hifa en C. albicans esta fuertemente asociada con la capacidad
patdgena del hongo, el estudio del papel de Ace2 en morfogénesis ha suscitado mucho interés. Gracias a ello,
se ha comprobado que los mutantes ace2A/A forman pseudohifas en condiciones en las que no se induce la
filamentacion de la cepa silvestre y posee una mayor capacidad de invadir el agar, lo que podria estar relacionado
con el incremento en la actividad de la ruta PKA, como una respuesta compensatoria al decaimiento de la
transcripcion mediada por la ruta RAM (Bharucha et al., 2011). Sin embargo, estos mutantes no presentan
ningln defecto en la induccion de la filamentacidn, lo que indica que Ace2 no es necesario para el crecimiento
polarizado, a diferencia del resto de los mutantes de la ruta RAM que son incapaces de formar hifas (Clemente-
Blanco et al., 2006; Kelly et al., 2004; McNemar y Fonzi, 2002; Song et al., 2008). Cuando se analizo la virulencia
de los mutantes ace2A/A en modelos murinos de candidiasis diseminada, se comprobd que eran menos
virulentos que la cepa silvestre, tanto en ratones inmunodeprimidos como en ratones neutropénicos (Kelly et
al., 2004). Sin embargo, en el caso de C. glabrata o Aspergillus fumigatus, los mutantes carentes de ACE2 son

hipervirulentos (Ejzykowicz et al., 2009; Kamran et al., 2004).

El complejo papel de Ace2 en la filamentacion de C. albicans esta resaltado por el hecho de que este factor
de transcripcion es necesario para la formacion de hifas bajo condiciones limitantes de oxigeno (Mulhern et
al., 2006). Estos autores sugieren que la filamentacién bajo condiciones de carencia de oxigeno es inducida
por la disminucién de la respiracion. Como ya se menciond, Ace2 es necesario para la correcta expresion de
genes glicoliticos y para reducir la expresion de genes de respiracidon celular. Consistente con estos efectos
transcripcionales, los mutantes ace2A/A tienen aumentada la actividad respiratoria y por tanto son incapaces
de filamentar en condiciones de hipoxia. Del mismo modo, estos mutantes son resistente a antimicina B, una
droga que inhibe la funcién del citocromo y por tanto, la respiracion. De acuerdo con esto, la antimicina B induce
filamentacion en cepas silvestres de C. albicans pero no en los mutantes ace2A/A. En C. albicans, Ace2 también
desempefia un papel importante en la capacidad de las células de adherirse a superficies de plastico y formar
biofilms (Kelly et al., 2004), y esto se debe a que recientemente se ha descrito que Ace2 es un regulador clave de

la formacién de biofilm (Finkel et al., 2012).

En un “screening” genético realizado recientemente con genes y rutas de sefializacion que interactian con Cbk1
durante la morfogénesis de hifas, se han identificado algunas de las dianas de la ruta PKA (Bharucha et al.,
2011). Estas observaciones indican que en C. albicans las rutas PKA y RAM interactUan durante la morfogénesis.
En consistencia con esta hipdtesis, las cepas que contienen mutaciones en CBK1 y en TPK1 muestran defectos
sintéticos en la morfogénesis. Ademas, los mutantes de la ruta RAM (cbk1A/A y ace2A/A) presentan un
incremento en la expresién de EFG1 y en la actividad de la ruta PKA en comparacion con la cepa silvestre, lo
que a su vez se ve reflejado en el incremento en la cantidad de pseudohifas presentes. Este fenotipo también es
observado en el mutante ace2A/A y se suprime mediante el uso de drogas que inhiben la ruta PKA, lo que apoya

la idea de que los mutantes de la ruta RAM tienen elevados los niveles de actividad PKA (Bharucha et al., 2011).

Todos los datos expuestos sugieren que la ruta PKA podria ser una alternativa para compensar la disminucion
de las funciones de la ruta RAM. Una evidencia que apoya esta idea es que segun los estudios de los perfiles
transcripcionales Ace2 y Efgl podrian co-regular un grupo de genes. Ademads, mediante microscopia de
fluorescencia se ha comprobado que Efgl esta presente en el nucleo al inicio de la morfogénesis de las hifas,

pero esta casi ausente en los nucleo de las hifas ya formadas, mientras que Ace2 se localiza principalmente en
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el nucleo de la célula hija y su expresidon se incrementa mas tarde durante desarrollo de las hifas (Bharucha et
al., 2011; Wang, 2009). Todas estas observaciones sugieren un modelo en el cual Efgl y Ace2 co-regulan un
grupo comun de genes en diferentes estados del crecimiento filamentoso, en el que Efgl funciona al inicio
de la formacién del tubo germinal y Ace2 cuando el nucleo se localiza en el nuevo compartimento hifal. Otra
evidencia que apoya esta idea es el hecho de que Efgl puede actuar como represor o activador transcripcional,
suprimiendo la expresion de los genes de separacion celular regulados por Ace2 en las fases tempranas de la

morfogénesis (entre las 0y 2 horas post-induccion).

También se ha demostrado que la represion de las dianas de Ace2 por parte de Efgl, tales como CTS1, es
dependiente de su fosforilacion en T179 por la quinasa Cdc28. El hecho de que la fosfatasa Cdc14 también sea
necesaria para la expresion de los genes de separacién celular regulados por Ace2 (Clemente-Blanco et al., 2006)
apunta a que la actividad CDK desempefia un papel importante en la modulacién transcripcional entre Efgl y
Ace2.

De hecho, la quinasa Cdc28 parece desempefiar un papel relevante en la regulacién y coordinacién de estas
rutas, ya que recientemente se ha demostrado que Cdc28 regula directamente a la ruta RAM a través de la
fosforilacidn directa de Mob2 en cuatro sitios consenso en las fases tempranas del desarrollo hifal. Un mutante
fosfodeficiente mob2-4A presenta defectos en el crecimiento polarizado y el desarrollo de las hifas, aunque la
expresion de los genes CHT3 y SCW11 esta aumentada en relacidn con la cepa silvestre (Gutiérrez-Escribano
et al., 2011). Estos resultados sugieren que la fosforilacion de los 4 sitios consenso de Mob2 por CDK regula de
forma negativa la capacidad de Cbk1 de activar la transcripcion dependiente de Ace2 al inicio de la morfogénesis
hifal. Por tanto, en C. albicans la quinasa Cdc28 regula negativamente la actividad de Ace2 a través tanto de Efgl

como de Mob2.

En base a estos resultados, se ha sugerido un posible

modelo para explicar la interaccién entre Cdc28, la ruta PKA

y la ruta RAM (Fig. 16) (Saputo, et al., 2012). En este modelo, Crecimiento hifal

la fosforilacién de Efgl y Mob2 por la quinasa Cdc28 impide

la expresidn inapropiada de las dianas de Ace2 en las etapas Ruta Ruta
RAM PKA

iniciales de la morfogénesis de las hifas. En etapas posteriores

. i CaCdc28
del desarrollo, Ace2 comienza a acumularse en el nucleo de la - -

CaMob?2 CaEfg1
hifa al tiempo que la cantidad de Efgl decrece y se produce la '

defosforilacion de Mob2. Todo esto conduce a la eliminacion
CaMob2

CaEfgt HP)

de la represién de la transcripcion mediada por Ace2. Ya que

la fosfatasa Cdcl4 también es necesaria para la expresion de

las dianas de Ace2, es posible que participe en esta regulacion
mediante la defosforilacion de Efgl y/o Mob2. Por tanto, I
=

parecen existir multiples niveles de regulacidn que controlan

5
la interconexion entre Efgl y Ace2 durante la morfogénesis CaAce? /
/

y de ahi la importancia de las investigaciones que ayuden a

N Genes diana
Vv de CaAce2

entender esta interaccion. o

) .. . . Figura 16. Modelo de la regulacion mediada por Cdc28
Ademds de la regulaciéon de la separacion celular, estudios de los componentes de las ruta RAM y PKA durante la

recientes han puesto de manifiesto que el complejo Cbk1-Mob2 morfogénesis de hifas. Tomado de Saputo et al. (2012).
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desempenfia otras funciones esenciales en la regulacion del crecimiento polarizado y control transcripcional.
Gutiérrez-Escribano y colaboradores han demostrado que en C. albicans la fosforilaciéon de los cuatro sitios de
Mob2 por parte de Cdc28 es necesaria para el mantenimiento de la organizacion distintiva de componentes del
polarisoma durante el crecimiento hifal (Gutiérrez-Escribano et al., 2011). En las hifas del mutante mob2-4A
las proteinas Spa2 y Kell se encuentran desorganizadas, y se ha propuesto que Spa2 podria ser una diana del
complejo Cbk1-Mob2, ya que contiene 4 posibles sitios de fosforilacion de esta quinasa agrupados en la regidn

central de la proteina (5121, S143, S153 and S163), y al menos uno de ellos se encuentra fosforilado “in vivo”

(Beltrao et al., 2009), lo que sugiere que Spa2 podria ser un sustrato directo del complejo Cbk1-Mob2.

También se ha demostrado que Cbk1-Mob2 regulan el desarrollo de biofilms a través de la fosforilacion del
factor de transcripcion Berl. El desarrollo de un biofilm necesita de la activacidn transcripcional de un conjunto
de genes especificos que depende de los factores de transcripcidn Tecl, Berly Zapl (Ganguly y Mitchell, 2011;
Nobile y Mitchell, 2005; Nobile et al., 2006; Nobile et al., 2009). Bcrl regula un conjunto de genes que codifican
proteinas de pared celular, como las aglutininas Als1 y Als3 y la proteina especifica de hifas Hwp1l (Nobile y
Mitchell, 2006; Nobile et al., 2009). Bcrl contiene dos posibles sitios de fosforilacion por Cbk1-Mob2, cuya
mutacion a Ala reduce sustancialmente la capacidad de formar biofilms y la virulencia en un modelo murino de
candidiasis diseminada, mientras que la sustitucidén por Glu recupera parcialmente los defectos de formacién
de biofilms del mutante cbk1A/A (Gutiérrez-Escribano et al., 2012). Estos resultados indican que la ruta RAM
controla el desarrollo de biofilms en C. albicans a través de la fosforilacion del factor de transcripcion Berl por

la quinasa Cbk1.
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2. OBJETIVOS

El trabajo descrito en la presente Memoria se enmarca dentro de un proyecto mdas amplio que tiene como obje-
tivo el estudiar los procesos que regulan temporal y espacialmente la separacion celular en hongos y levaduras.

El presente proyecto tiene como objetivo general el estudio de la regulacidn de la separacion celular durante el
crecimiento filamentoso de Candida albicans y la implicacion del factor de transcripcion Ace2 en este proceso.
Para ello se plantearon los siguientes objetivos especificos:

1. Realizar un andlisis estructural del gen ACE2 y de sus transcritos, mediante técnicas como
RT-PCR, qRT-PCR y RACE.

2. Analizar y determinar si existen dos formas diferentes de la proteina Ace2 en los distintos
estados morfoldgicos, asi como sus caracteristicas bioquimicas y su localizacion.

3. Estudiar la funcidn bioldgica y hacer una aproximacioén a la funcidon molecular de las protei-
nas codificadas por el gen ACE2 de C. albicans.
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3.1 ACE2 SE TRADUCE EN DOS ISOFORMAS

Los datos obtenidos recientemente del proyecto de secuenciacion del genoma humano han demostrado que
esta compuesto por un numero relativamente bajo de genes (cerca de 35.000), comparado con organismos mas
simples como Drosophila melanogaster (13.601 genes) o Caenorhabditis elegans (18.424 genes). Esto resalta la
importancia de los mecanismos que generan diversidad proteica por vias alternativas de expresion génica, las
cuales le permiten a un organismo incrementar su nivel de complejidad. De hecho, los 35.000 genes del genoma
humano expresan mas de 100.000 proteinas gracias a la existencia de mecanismos que permiten generar

diversos polipéptidos a partir de un gen, con una gran diversidad funcional (Touriol et al., 2003).

En este Capitulo, se mostraran los resultados que evidencian que a partir del gen ACE2 se producen dos proteinas
diferentes, una que funciona como factor de transcripcién que regula la expresion de genes de separacion celular
y respiracion, y otra que estaria unida a membranas y funcionaria como parte de la maquinaria que regula la
dinamica del anillo de septinas durante el crecimiento hifal de C. albicans, uno de los mecanismos adaptativos

del hongo.

3.1.1 Ace2 participa en la regulacion de la dindmica del anillo de septinas durante el crecimiento hifal de C.
albicans.

Como se ha comentado en la Introduccidn, resultados previos del laboratorio indicaban que la inhibicion de la
separacion celular en hifas depende de la modificacidn de la dindmica del anillo de septinas, el cual es convertido
a una forma especifica de hifas (Gonzdlez-Novo et al., 2008). Este estado se caracteriza porque dos de las
septinas, Cdc10y Cdcl1, presentan un alto intercambio entre el citoplasma y el anillo, mientras que las otras tres
septinas (Cdc3, Cdc12 y Sep7) se mantienen estables. El cambio al estado especifico de hifas y la inhibicidn de la
separacién celular son dependientes de Sep7, pues las hifas del mutante sep7A/A poseen una dindmica similar
a la de levaduras y al mismo tiempo activan la maquinaria de separacién celular. Estas observaciones sugieren
que existe una correlacidn directa entre la dindmica del anillo de septinas y la inhibicién de la separacién celular.
Dado que Ace2 es el factor de transcripcion que activa la expresion de los genes implicados en la disolucion
del septo, “a priori” cabia suponer que el cambio en la dindmica de los anillos de septinas que ocurre en hifas
fuera necesario para inhibir la actividad de Ace2, impidiendo de esta manera que los compartimentos hifales se
separen. Para comprobar si realmente Ace2 funcionaba por debajo de las septinas en el proceso de inhibicidn
de la separacién celular en hifas, se construyd un mutante ace2A/A para analizar la estructura y dindmica de
los anillos de septinas en hifas. En él, las regiones codificantes completas de los dos alelos del gen fueron
reemplazadas por la secuencia de los genes ARG4 o HIS1. Todas las cepas construidas durante este trabajo
fueron comprobadas por PCR y/o secuenciaciéon. Como se ha descrito previamente, este mutante no poseia
ningun defecto en la tasa de crecimiento ni en medio minimo YNB ni en medio rico YEPD comparado con la cepa
silvestre (Kelly et al., 2004), aunque se observaron defectos en la morfologia de las colonias cuando las cepas

se crecian en placas debido al defecto en separacién

WT ACE2/ace?i ace2AA ﬁpiCO de este mutante (Flg 17)

También se analizo el desarrollo del hongo durante el

crecimiento hifal mediante técnicas de microscopia

Optica y de fluorescencia. Este andlisis se realizd

Figura 17. Las colonias del mutante ace2A/A son diferentes a las de induciendo la filamentacién de la cepa silvestre
la cepa silvestre. C. albicans creciendo en placas de medio YEPD a

30°C (Modificado de Kelly et al., 2004) y morfologfa de las células del BWP17 y del mutante ace2A/A, y su posterior tincidn
mutante al microscopio.
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ace2A/A

WT

Figura 18. Morfologia de las hifas de la cepa silvestre BWP17 y del
mutante ace2A/A (OL1451). Imagenes de microscopia de contraste
interferencial (DIC) y de la tincién con calcofluor (CF) de filamentos

Figura 19. Los anillos de septinas son menos persistentes en el
mutante ace2A/A. Imégenes de fluorescencia de las cepas ACE2
CDC10-GFP (OL1430) y ace2A/A CDC10-GFP (OL1444) tras 4,5 h
de induccién de la filamentacién. Las cepas fueron tefiidas con
calcofltor antes de su visualizacion por microscopia de fluorescencia.
Las imagenes son la proyeccién maxima de 10 planos adquiridos

de C. albicans tras tres horas de induccion. Barra de escala, 5 um. cada 0,4 um y muestran la fluorescencia de Cdc10-GFP (verde) y la

tincidn de calcofltor (rojo). Barra de escala, 5 pm.

con calcoflior. A pesar de que las células de levadura del mutante ace2A/A se mantienen unidas formando
grupos por su defecto en separacion, son capaces de responder a la induccion de la filamentacion y formar hifas

que aparentemente son similares a las de la cepa silvestre (Fig. 18).

Para analizar con mas detalle la morfologia de las hifas del mutante ace2A/A, se utilizé una cepa en la que
la septina Cdc10 (la cual presenta una dinamica de intercambio en hifas) estaba etiquetada con la proteina
fluorescente verde (GFP) y se compard con la cepa silvestre en la que también se habia marcado Cdc10. El primer
fenotipo analizado fue la persistencia de los anillos de septinas en hifas con dos o tres septos. Para ello, la cepa
silvestre y el mutante nulo se incubaron en condiciones de induccién de la filamentacién durante 4,5 horas y
se hicieron fotografias en el microscopio de fluorescencia con el fin de comparar la persistencia de los anillos
de Cdc10 en ambas cepas. A pesar de que en la cepa ace2A/A el estudio se complica por su crecimiento en
forma de grupos unidos por el septo, se observé que la frecuencia de primeros septos sin anillos de septinas era
superior a la observada en la cepa silvestre en estas condiciones de crecimiento (Fig. 19). Resultados similares
se obtuvieron al analizar Sep7-GFP en ambas cepas, lo que sugiere que Ace2 podria ser necesaria, directa o

indirectamente, para la persistencia del anillo de septinas en hifas.

Este fenotipo es similar al observado previamente en el mutante sep7A/A (Gonzalez-Novo et al., 2008), lo que
podria indicar que Ace2 participa en la regulacién de la estabilidad y dinamica de los anillos de septinas. Para
confirmar si esta hipdtesis era cierta, se analizd la dindmica de Cdc10 caracteristica del estado especifico de
hifas mediante ensayos de recuperacion de la fluorescencia (FRAP). Para analizar el intercambio de Cdc10 con
el citoplasma, se elimind la fluorescencia del anillo completo mediante iluminacion con el laser del microscopio
confocal y se analizé su recuperacion a lo largo del tiempo, de tal manera que la recuperacion de la fluorescencia
en el drea quemada indicaba la incorporacion de nuevas moléculas provenientes del citoplasma. Como
se ha descrito previamente (Gonzélez-Novo et al., 2008), en la cepa silvestre se observd recuperacion de la

fluorescencia en los anillos, que entre 120 y 160 minutos alcanzaban un valor en torno al 40% de la fluorescencia
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Figura 20. Los anillos de septinas de las hifas del mutante ace2A/A no se convierten al estado especifico de hifas. Dinamica de Cdc10 en las
cepas silvestre (ACE2, OL1430) y ace2A/A (OL1444). La estabilidad del anillo de septinas fue analizada mediante experimentos de FRAP en
cepas que contenian un copia cromosomal de CDC10-GFP durante su crecimiento hifal. Anillos completos fueron irradiados con el laser de
un microscopio confocal a méxima potencia para eliminar la fluorescencia y posteriormente se tomaron imagenes a los tiempos indicados en
la figura para analizar la recuperacion de la fluorescencia. La grafica muestra la cuantificacion de la fluorescencia en cada cepa y es la media
de tres anillos diferentes. Las barras de error indican la desviacion estandar. Barra de escala, 5 pum.

inicial (Fig. 20). Por el contrario, en el mutante ace2A/A no se observaba recuperacion de la fluorescencia de la
septina Cdc10 incluso a tiempos mas largos (Fig. 20). Este defecto es similar al descrito para el mutante sep7A/A,
y junto con los resultados de persistencia de los anillos en hifas, indican que sorprendentemente el factor de

transcripcion Ace2 es esencial para la regulacion de la dindmica del anillo de septinas en hifas.

3.1.2 La regulacion de la dindmica del anillo de septinas es independiente de la actividad transcripcional de
Ace2.

Considerando que Ace2 es un factor de transcripcion, la hipdétesis mas sencilla para explicar el defecto en la
dinamica del anillo de septinas observado en el mutante ace2A/A es que alguno de los genes regulados por este
factor de transcripcidn tuviera un papel esencial en la conversion de las septinas a su estado especifico de hifas.
Para comprobar si su papel en la regulacién de la dinamica del anillo de septinas estaba mediado por su actividad
transcripcional, se marcé Cdc10 con GFP en una cepa heterocigética en la que uno de los alelos de ACE2 se
habia sustituido por el gen ARG4 y el otro alelo contenia una copia en la que se habia eliminado la secuencia
codificante para los dedos de Zinc (ACE2-AZn), de modo tal que en la célula existiese la proteina Ace2 pero sin
actividad transcripcional (esquema de la construccion en la Figura 21A). Como se muestra en la Figura 21B, la
cepa ace2MN/ACE2-AZn carece completamente de actividad transcripcional, pues las células crecen formando

grupos que se mantienen unidos por el septo, el mismo fenotipo que el mutante ace2A/A.

Las cepas silvestre y ace2A/ACE2-AZn se pusieron a crecer en condiciones de induccién de la filamentacion con
el objetivo de analizar la dinamica del anillo de septinas en hifas mediante la técnica de FRAP en ausencia de
la actividad transcripcional de Ace2. Se observd que, al contrario de lo que ocurre en el mutante ace2A/A, el
anillo de septinas presenta una dinamica similar a la de la cepa silvestre, ya que Cdc10 se intercambiaba con el
citoplasma y existia una recuperacion de la fluorescencia después del quemado en ambas cepas (Fig. 22). Estos
resultados sugieren que la actividad transcripcional de Ace2 no es necesaria para la conversion del anillo de
septinas al estado especifico de hifas y a la vez descartan la posibilidad de que dicha regulacién sea indirecta a

través de alguna de sus dianas transcripcionales.
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3.1.3 Andlisis de la estructura y secuencia de Ace2 en C. albicans.

Ace? es un factor de transcripcion implicado en la regulacidn de la morfogénesis, separacién celular, adherencia,
formacién de “biofilms” y virulencia en modelos de ratdon (Kelly et al., 2004). Los resultados presentados en
el apartado anterior demuestran claramente que ademas desempefia un papel directo en la regulacién de la
dindmica del anillo de septinas durante el crecimiento hifal, y que esta regulacién no requiere de su actividad
transcripcional. Por tanto, alguno de los dominios presentes en la proteina Ace2-AZn deberia ser el responsable
de esta funcion. Para tratar de identificar qué region podria ser la responsable de la regulacion de la dinamica del
anillo de septinas en hifas, se analizé la secuencia de la proteina comparandola con las distintas bases de datos
de dominios y motivos (Pfam, SMART, InterPro, etc). La mayoria de estos programas identificaban Unicamente la
presencia de los dos dedos de Zinc de tipo C2H2 cerca del extremo carboxilo de la proteina (aminoacidos 649-673
y 679-701). Sin embargo, la base de datos SMART sefialaba la presencia de un posible dominio transmembrana
en el extremo N-terminal, entre las posiciones 21 a 43. Este dominio también se encuentra anotado como
una posible region transmembrana en la base de datos CandidaDB (http://www.candidagenome.org/), lo que
sugiere que si esta region funcionara como un verdadero dominio transmembrana, este factor de transcripcion
deberia estar asociado a membranas en Candida. Sin embargo, esta region transmembrana no parece estar
presente en la secuencia de los ortélogos de Ace2 en S. cerevisiae o en S. pombe, y todos los estudios previos
en estos organismos o en C. albicans indican que Ace2 es una proteina citoplasmica (Alonso-Nufiez et al., 2005;
Dohrmann et al., 1992; O’Conallain et al., 1999)

Para analizar con mas detalle estas diferencias, se realizé un alineamiento multiple de Ace2 con sus homologos
en otras especies de hongos y levaduras proximas con el programa ClustalW. Este alineamiento mostro varias
observaciones interesantes acerca de Ace2 en C. albicans (Fig. 23). En primer lugar, que el extremo N-terminal de
Ace2 eramas largo que el de los otros organismos analizados, poseyendo una region adicional de 54 aminodcidos
gue no estaba presente en la mayoria de ellos y que no se alineaba con la secuencia de S. cerevisiae. En segundo
lugar, la existencia de una segunda Met en fase de lectura en C. albicans que se alineaba perfectamente con la

Met inicial de especies como C. lusitaniae o C. tropicalis. En tercer lugar, era en esta region adicional del extremo

N-terminal donde se
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Ace2Azn I por ello no estaba presente

B en otros organismos.
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Finalmente, en esta region
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descrito como sitio de
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Cbk1-Mob2 (H-X-X-R/K-
X-S/T o H-X-R/K-X-X-S/T
Mazanka et al., 2008).

Hifas

Figura 21. Ace2-AZn no activa la separacién celular. A. Esquema representativo de Ace2 y Ace2-AZn. Todas estas observaciones
Ace2 posee 2 dedos de Zn de tipo C2H2 (amarillo) cerca del extremo carboxilo que se eliminaron en la
construccion Ace2-AZn.B. Fenotipo de la cepa silvestre (BWP17) y de los mutantes ace2A/A (OL1444) y
ace2N/ACE2-NZn (OL1551) creciendo en forma de levaduras y de hifas. Barra de escala, 5 um. Ace2 en C. albicans parece

indican que la estructura de
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Figura 22. Ace2
regula la dindmica
Pre 40 120 240 360 del anillo de septinas

. . independientemente de su
actividad transcripcional.
Dindmica de CdclO-GFP
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ACE2-AZn  (OL1551) en
hifas. La grafica muestra
la cuantificacion de la
fluorescencia a lo largo del
tiempo y es la media de
100 200 300 400 tres anillos diferentes. Las
barras de error indican la
desviacion estdndar. Barra
de escala, 1 um.
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ser diferente a la de otros organismos relacionados, y podrian ser la base para explicar cémo Ace2 regularia
la dinamica del anillo de septinas de forma independiente a su actividad transcripcional. Si en C. albicans
existieran dos puntos alternativos de inicio de la traduccidn, se producirian dos isoformas de Ace2 de diferentes
caracteristicas. La forma producida a partir de la segunda Met (que denominaremos Met2) tendria un menor
tamafio y careceria de la regidon transmembrana, por lo que su localizacidn previsiblemente seria citoplasmica
y/o nuclear, como otros factores de transcripcion. Por el contrario, la isoforma de mayor tamafio, cuya traduccién
comenzaria en la primera Met (Metl), se caracterizaria por poseer un dominio transmembrana y un sitio de
fosforilacién por Cbk1-Mob?2. Estas dos particularidades apuntarian a que esta isoforma podria estar implicada
en la regulacién de la dindmica del anillo de septinas en hifas dado que su dominio transmembrana la acercaria
a las septinas, mientras que una fosforilacién por Cbk1-Mob2 podria modular su funcién, pues se ha descrito el
papel de este complejo en la regulacion de la morfogénesis y el crecimiento polarizado (Gutiérrez-Escribano et
al., 2011).

3.1.4 ACE2 se transcribe en diferentes RNAs mensajeros.

La hipdtesis planeada anteriormente se basa en el hecho de que existan diferentes formas de mRNAs cuya
traduccién de lugar a proteinas con distinto extremo amino. Una posibilidad es que existan diferentes puntos de
inicio de la transcripcién en el promotor de ACE2 que den lugar a mRNAs con un extremo 5 de distinta longitud.

Alternativamente, podria ocurrir que se produjera un Unico transcrito, que en determinadas condiciones se

Met1 Met2
Y ™ Cbk1
C_albicans (MHWKFSNFRRYHLSFHLNLFDLSLFFISFYCFPILYICFENQVHSERSTOPSLIMUKFDL 60
P _guillermondii SFGQ 6
D _hansenii PFSN 6
C_lusitaniae PYSG 6
C_tropicalis KFDL 6
S_cerevisiae MDNVVDPWYINPSGFAKDTQDEEYVQHHDN 30
C_glabrata MNTFQADWGEIP-QMPRDQ- - ~= ===~~~ 18
C_albicans FDDYST- -KGSTIPLPNENFDQLFLSSEANDMEFLFNETLMGLQDLDVPSGYG-—————~- 111
P guillermondii WEDSPMDARASKAPLPHEEFDNYFEAY - -NEIDNLFNETLTGLQDLDVPSGFM- - —— - 57
D_hansenii WEEVATSNPSNRVPLPHEDFDQYFTGY -~ AEVDNMFNETLTCLQDLDVPSGFV————— - 57
C_lusitaniae WDDIVPPHMRQKTP-PADDFSHYFTDY - ~KNFDNIFNDALTNLQDLDVPSGYG-~-~-~- 56
C_tropicalis FSDFSS--RPSTIPLPSDNFDQFLLTSEPNDIDFLFNETLNGLODLDVPSGYG----=~~- 57
S_cerevisiae VNPTIPPPDNYILNNENDDGLDNLLGMDYYNIDDLLTQELRDLDIPLVPSPKTGDGSSDK 90
C_glabrata ---VFTPQDQ- - LTNYNDNMMDNLLDFNYNDVDALLSEELKDLDI PLAPSPRD ~— —— = 66
.. . o e * * - * %

Figura 23. En la region N-terminal de Ace2 de C. albicans existen 54 aminoacidos que no estan presentes en otras especies de hongos y
levaduras. Alineamiento multiple generado con el programa ClustalW de la proteina Ace2 de C. albicans, C. tropicalis, Clavispora lusitaniae,
Pichia guilliermondii, Debaryomyces hansenii, S. cerevisiae y C. glabrata. Se indican las dos posibles Met que estan en fase de lectura (Met1
y Met2), la posible region transmembrana (TM, gris) y el sitio de fosforilacion por Cbk1-Mob2 (verde).
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procesara dando lugar a distintos mRNAs. La primera aproximacion para analizar los transcritos del gen ACE2 fue
comprobar si el primer ATG estaba presente en los mensajeros de este gen. Para ello, se realizd un ensayo de
RT-PCR con dos combinaciones de oligonucledtidos, utilizando RNAs obtenidos de hifas y levaduras de la cepa
silvestre BWP17. Uno de los oligonucledtidos (1 en Fig. 24A) anillaba sobre el segundo ATG, el oligonucledtido 3
anillaba sobre primer ATG y el oligonucledtido 2 era complementario y comun para las dos reacciones. De esta
manera, la pareja 1y 2 amplificaria el cDNA de ACE2 que contuviera el segundo ATG, mientras que la pareja 2y
3 nos indicaria si el primer ATG estaba presente en los transcritos de este gen. Los productos de la RT-PCR fueron
resueltos mediante electroforesis en geles de agarosa. Como puede comprobarse en la Figura 24B, ambas parejas
de oligonucledtidos fueron capaces de amplificar fragmentos de DNA, lo que indica que el ATG1 y el ATG2 estaban
presentes en los transcritos del gen ACE2 tanto en hifas como en levaduras. A pesar de que esta reaccién de PCR
no era cuantitativa, parecia que el producto de amplificacion de la pareja 1-2 era mas abundante que el de la
pareja2-3, sugiriendo que la regidon del ATG1 podria estar presente Unicamente en una fraccion de los mRNAs de
este gen. Ademas, al comparar la intensidad de los productos de la RT-PCR correspondientes al mensajero mayor
entre levaduras e hifas se observo que existia una diferencia en las cantidades, siendo mas abundante durante
el crecimiento hifal (Fig. 24B). Estos resultados parecen indicar que la regidon correspondiente al ATG1 esta
presente en al menos una fraccion de los transcritos generados a partir del gen ACE2, y que su abundancia varia

dependiendo del estado morfoldgico de las células.

Para confirmar la existencia de varios transcritos a partir del gen ACE2 y realizar un analisis cuantitativo de sus
abundancias en las distintas formas morfoldgicas de C. albicans, se disefiaron dos parejas de oligonucledtidos
para PCR cuantitativa a tiempo real (qRT-PCR), que se muestran en la Figura 25A. Nuevamente, la pareja 1-2
amplificaba un fragmento de DNA de unos 100 bp a partir del ATG2 y deberia detectar el cDNA total de ACE2.
La segunda pareja, compuesta por los oligonucledtidos 3 y 4, amplificaba un fragmento de DNA de tamafo
similar a partir del ATG1, que correspondia con la posible region transmembrana. Los resultados cuantitativos
obtenidos en este experimento se muestran en la Figura 25B y permiten obtener varias conclusiones: en primer
lugar, confirman la existencia de diferentes transcritos a partir del gen ACE2, ya que la cantidad que se amplifica
con la pareja 1-2 es muy superior a la obtenida con la pareja 3-4, tanto en hifas como en levaduras. Por tanto,
la regidn entre el ATG1 y el ATG2 estaria presente en una pequefia fraccion de los mRNAs de la célula, que en
levaduras supone alrededor del 6% de los mensajeros totales. También se observé que existe un cambio en las
abundancias relativas de estas dos formas tras la induccién de la filamentacidn, ya que mientras que la cantidad
de mensajero total de ACE2 se reduce en un 30%, el mensajero amplificado por el par 3-4 parece ser mas

abundante, llegando a representar el 24% de RNA total (Fig. 25B).
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Figura 24. Dos mRNAs se transcriben a partir del gen ACE2 . A. Esquema del sitio de anillamiento de los oligonucledtidos usados en la RT-
PCR. La pareja 1y 2 amplifica el total del cDNA de ACE2, pareja 2 y 3 amplifican cDNA del mensajero largo. B. Electroforesis de los productos
de la RT-PCR.
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Los resultados anteriores indicaban la existencia de dos poblaciones de mRNAs diferentes del gen ACE2, que
podrian originarse a partir de diferentes puntos de inicio de la transcripcidon o por un procesamiento post-
transcripcional a partir de un Unico mensajero. Para tratar de saber cual de estas posibilidades era la que tenia
lugar en ACE2, se decidi6 tratar de clonar el extremo 5° de los mMRNAs mediante experimentos de 5°-RACE (Rapid
Ampilification of cDNA Ends). Esta técnica ha sido ampliamente usada en Biologia Molecular para la clonacién de
la secuencia completa de un cDNA a partir de un mRNA (secuencia problema), utilizando tecnologia basada en la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). El protocolo utilizado se basa en el tratamiento del mRNA problema
con una fosfatasa que elimina los grupos fosfato del extremo 5’ de los mensajeros parcialmente degradados,
de modo que solo aquellos con secuencia completa son susceptibles de mantener su extremo 5’ modificado
covalentemente (“cap”). Después, este mRNA es tratado con una pirofosfatasa que elimina el “cap” integro
dejando un grupo fosfato en posicion 5’ al cual se le puede ligar un oligonucledtido con una secuencia especifica
que servira como molde para el proceso de amplificacion posterior. Asi, este RNA resultante se puede usar como
molde para la sintesis de una hebra de cDNA usando un oligonucleétido poli-T con una secuencia especifica en

su extremo 5’.

En este caso en particular, para identificar el punto de inicio de la transcripcién de los mensajeros de ACE2 se
uso el RNA obtenido a partir de células creciendo en forma de hifas o levaduras de la cepa silvestre BWP17 y
el oligonucledtido poli-T fue sustituido por otro que anillaba especificamente en ACE2, con el fin de amplificar
Unicamente los cDNAs de este gen. Los fragmentos amplificados fueron clonados en un vector usando el kit
comercial StrataClone Blunt PCR Cloning kit© y posteriormente se secuenciaron los diferentes insertos usando

oligonucledtidos que anillaban sobre la secuencia del vector.

El analisis de las secuencias clonadas indicd la existencia de al menos 4 puntos de inicio de la transcripcion
diferentes. Se obtuvieron cinco clones en los cuales la secuencia empezaba en el nucleétido -411 (considerando
como +1 la A del ATG2), dos en el -112, tres en el -84 y tres en el -56. Como se muestra en la Figura 26, tres de
estos puntos de inicio (-112, -84 y -56) se localizan entre el ATG1 y el ATG2, y corresponderian a varias formas
diferentes de un mRNA (que podriamos denominar mensajero corto) cuyo primer AUG es el AUG2, por lo que
su traduccién daria lugar a una proteina que comienza en la segunda Met y por tanto careceria de la hipotética
region transmembrana. El mRNA que comienza en el nucledtido -411 (que podriamos denominar mensajero
largo) contendria tanto el AUG1 como el AUG2, y cuya traduccién podria dar lugar a una forma de Ace2 que

contuviera la region transmembrana y el posible sitio de fosforilacion de Cbk1-Mob?2.
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Figura 25. Niveles de transcripcion de ACE2. A. Sitio de anillamiento de los cebadores usados en la qRT-PCR. Se utilizaron dos parejas de
oligonucledtidos: 3 y 4 amplifican la regidon que contiene el dominio transmembrana mientras que 1y 2 amplifican un fragmento de DNA
que contiene el ATG2 y que corresponderia con el cDNA total de ACE2. B. Ensayo de gRT-PCR en levaduras e hifas de la cepa silvestre BWP17.
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CTTCCCTGARAGTTGGCATTAGTTT AGGATTTAGAT ARCT ARGTTTAAT AT ACT GATTARCTGTTCT AT ATAAGATTCATC
ATGTCTACTCARAATTCTACTGCAAATTCCRACTTCTGGATTATCTCAARC TGCTGATCAGAATGCGTCATTT CARCAGTC

CCARAARCGCAATGATATGAGATGTGTTTACAATCARATCCT ARRAAGGAAATACCTTTCARGTATTTTATTT ACCATTTT
ATG1
TTCTTTTTCTCATTT ACTTTCCCAACTTTTGCACCTCCTTCACT MRRTT GGARATTTCTGRACTTTCGARAAAGT
-112 -84 -56
ACCATCTTTCTTTCCATTTAAATTTATTTGATCTTTCTCTCTTTTTTATTTCCTTTTACTGCTTTCCCATCCTAT ATATT
ATG2 {+1}
TGTTTCTTTAAT CAAGT CCATTCATT CAGAAGCACACARCCARGTCTTAT ARATTTGACTT

Figura 26. ACE2 se transcribe en diferentes RNAs mensajeros. Sitios de inicio de transcripcion identificados mediante la técnica 5 RACE.
A. Esquema de los mensajeros de ACE2. Los puntos rojos sefialan los AUGs presentes en cada una de las formas. B. Secuencia de ACE2. Los
triangulos azules indican sitios de inicio de transcripcién identificados. Para la numeracién, se ha considerado la A del ATG2 como +1.

Los resultados presentados en este apartado demuestran que existen diferentes puntos de inicio de la
transcripcidn en el gen ACE2 que generarian dos poblaciones de mensajeros con distintos puntos de inicio de
la traduccidn. Considerando los resultados anteriores que indicaban que Ace2 desempefia un papel directo
en la regulacion de la separacion celular en hifas, una hipdtesis muy atractiva es que los dos mensajeros se
tradujeran dando lugar a dos proteinas con caracteristicas y funciones diferentes, quizds dependientes del

estado morfogenético.

3.1.5 En C. albicans existen dos isoformas de Ace2.

Todos los datos anteriores indican que en C. albicans el gen ACE2 se transcribe en dos poblaciones de mensajeros
diferentes, por lo que existe la posibilidad de que también se expresen dos formas diferentes de la proteina.
Tedricamente, si el AUG1 se usara para la traduccién generaria una proteina de 783 aminoacidos, con un
peso molecular estimado de 90,5 kDa, y que contendria la hipotética region transmembrana (por lo que se ha
denominado Ace2 de membrana o Ace2"). Por el contrario, la utilizaciéon del AUG2 como punto de inicio de la
traduccién generaria una forma de 729 aminodcidos y un peso molecular estimado de 83,8 kDa, que podria
funcionar como factor de transcripcién al carecer de la regidn transmembrana (y que se ha denominado Ace2
nuclear o Ace2"). Para analizar si esta hipdtesis era cierta, se construyé una cepa en la que se marcé la proteina
con el epitopo HA en el extremo C-terminal, ya que de existir varias formas con puntos alternativos de inicio de la
traduccidn, esta deberia ser una zona comun a todas ellas, permitiendo su deteccién mediante inmunoensayos.
Se prepararon extractos de proteinas de levaduras o hifas y se analizaron mediante ensayos de Western blot. Los
resultados obtenidos mostraron la presencia de una banda mayoritaria difusa de aproximadamente 95 kDa (Fig.
27A). Es interesante que la abundancia de esta proteina coincide con los niveles de transcripcién determinados
por gRT-PCR, en los que se observaba que el mRNA total de ACE2 disminuia en hifas (Fig. 25B), pero no se

observaban dos proteinas diferentes.
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En muchos organismos Ace2 es una fosfoproteina que migra de forma difusa en los geles de acrilamida. Una
posible explicacidn para el hecho de que en el Western no se observaran las dos formas de la proteina es que
Ace2M tuviera una migracién similar a la de las formas fosforiladas de Ace2". Para comprobar si existian dos
formas proteicas diferentes en la célula, extractos de proteinas se inmunoprecipitaron con anticuerpos anti-
HA, se trataron con A-fosfatasa (A-PPasa) para eliminar las posibles fosforilaciones, se separaron en geles de
acrilamida y se analizaron mediante ensayos de Western blot. Los resultados indicaron que tanto en levaduras

como en hifas Unicamente se detectaba una forma proteica (Fig. 27B).

Los ensayos de gRT-PCR habian mostrado que existian diferencias significativas en los niveles de transcripcion
de los dos mensajeros, por lo que cabia esperar que las abundancias relativas de las dos proteinas reflejaran
también esta diferencia. Esto significaria que la cantidad de Ace2™ deberia ser bastante inferior a la de Ace2", lo
que podria dificultar su deteccién. Con el fin de sortear este obstaculo, se construyeron cepas que expresaban
Unicamente una de las dos proteinas, las cepas ace2A/ACE2V y ace2A/ACE2". Para ello, se delecioné mediante
uso del marcador ARG4 una de las dos copias del gen, mientras que el alelo restante fue sustituido por una
version etiquetada con el epitopo HA que contenia una mutacién puntual que eliminaba uno de los dos ATGs
en estudio (cambio de ATG a AAA). Asi, una de las cepas contenia una mutacién puntual en ATG1, por lo que
deberia producir Gnicamente la forma nuclear (Ace2"), mientras que la otra contenia la mutacién puntual en
el ATG2, produciendo sélo la forma Ace2M. Cuando se analizaron extractos de proteinas de estas dos cepas
mediante Western blot (Fig. 27C), se comprobd que en la cepa ace2A/ACE2" se observaba una Unica banda que
migraba a la misma altura de la banda observada en la cepa silvestre, confirmando que la forma que se detecta
mayoritariamente en la cepa silvestre correspondia a Ace2". Por el contrario, en la cepa ace2A/ACE2 no se
observaba ninguna banda de un tamafio superior a Ace2" que pudiese corresponder al producto del mensajero
largo de ACE2 (Fig. 27C). Resultados similares se obtuvieron cuando se realizaron inmunoprecipitaciones de las

formas marcadas a partir de 1 mg de proteina total (datos no mostrados).

En algunos casos la estabilidad de las proteinas se ve comprometida por el sitio en el que se colocan los distintos

epitopos. Por tanto, cabia la posibilidad de que el marcaje de la proteina Ace2™ en el extremo carboxilo
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Figura 27. Diferentes aproximaciones usadas para detectar la proteina Ace2. A. Western blot de extractos celulares de la cepa que
contiene ACE2-HA bajo la regulacion de su promotor nativo (OL1538). Como control de carga se usé PSTAIRE. B. Tratamiento con A-fosfatasa
(PPasa) de inmunoprecipitados a partir de la cepa OL1538. C. Andlisis mediante Western blot de las cepas que expresan solamente una de
las dos hipotéticas formas marcadas con HA. Las cepas usadas son ACE2-HA (Ace2, OL1538), ace2A/ACE2M-HA (Ace2M, OL1597) y ace2A/
ACE2"-HA (Ace2", OL1598) D. Purificacion en columnas de niquel a partir de la cepa ACE2-6His/ACE2-6His (OL1173).
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estuviera afectando su estabilidad, dificultando su visualizacién mediante inmunoensayos. Teniendo en cuenta
esto, se construyd una cepa en la que se colocé el epitopo HA en el extremo N-terminal, justo después de la
Metl (OL1676). Al mismo tiempo, esta cepa tiene marcada Unicamente la proteina que se produce a partir de
este inicio de traduccidn, lo que deberia facilitar su deteccidn. Con el fin de concentrar la proteina HA-Ace2™ que
pudiera estar presente en los extractos de levaduras o hifas, se realizaron inmunoprecipitaciones a partir de 2 mg
de extracto total que se analizaron mediante Western blot. Desafortunadamente, esta aproximacién tampoco

permitié detectar ninguna proteina que pudiese corresponder a Ace2" (resultados no mostrados).

Otra estrategia que se llevo a cabo para tratar de detectar la proteina Ace2™ fue la purificacidn a gran escala por
cromatografia de afinidad. Para ello, se construyé una cepa en la que los dos alelos del gen fueron marcados
en el extremo carboxilo con el epitopo poli-histidinas, de tal manera que se pudiese purificar las proteinas en
columnas de niquel. Dichas proteinas también estaban marcadas con el epitopo HA, para facilitar la deteccién
de las proteinas purificadas mediante Western blot. A pesar de que se utilizaron hasta 15 mg de extractos de
proteinas en la purificacidn, tampoco se observd ni en levaduras ni en hifas ninguna banda de tamafo superior

al de Ace2" que pudiese corresponder a la proteina Ace2V (Fig. 27D).

Finalmente, también se decidié generar anticuerpos especificos que reconocieran exclusivamente la forma
Ace2V, por si la adicidn de cualquier epitopo estuviera afectando su estabilidad. Estos anticuerpos deberian
reconocer algun epitopo presente en los primeros 54 aminoacidos, pero al ser ésta una region hidrofoba por la
presencia del dominio transmembrana, las posibilidades de eleccion de un péptido para inmunizar conejos eran
bastante limitadas. Se decidioé utilizar el péptido CNQVHSFRSTQPSLI, localizado en el extremo C-terminal de esta
region de 54 aa y se encargé la generacion de anticuerpos a la casa Abyntek. Cuando los anticuerpos se probaron
en inmunoensayos, no fue posible detectar ninguna proteina, si bien tampoco fueron capaces de detectar Ace2™

cuando se sobre-expresaba (ver parrafo siguiente).

A pesar de que los niveles de transcripcion del mensajero largo de ACE2 representan en torno al 25% del
MRNA total de la célula durante el crecimiento en forma de hifas, las diversas aproximaciones utilizadas para
tratar de detectar la forma Ace2 han resultado infructuosas. Por ello, se planted la posibilidad de que dicha
proteina tuviera una vida media muy corta en la célula y se degradara rapidamente. Alternativamente, también
podria ocurrir que la traduccion de este mRNA fuera poco eficiente, o que ocurriera bajo unas condiciones
determinadas de crecimiento, ya que la region lider de este mensajero es mas larga (249 nucledtidos) que el
promedio de los genes (80-100 nucledtidos). Para tratar de aumentar la expresion de Ace2V, se recurrid al uso
de promotores regulables de expresidon fuerte como el promotor del gen MET3, el cual regula su expresién en
respuesta a estimulos nutricionales (Care et al., 1999). Se construyeron dos cepas en las cuales este promotor
se clond delante del ATG1 o del ATG2 (Fig. 28A), de modo que cada cepa sobre-expresara solamente una de las
dos proteinas. Ademads, ambas construcciones fueron etiquetadas con el epitopo HA para su visualizacién. Estas
cepas se pusieron a crecer en condiciones de induccién durante 3 horas y se prepararon extractos proteinas para
su analisis por Western blot. Los resultados mostraron que en la cepa que sobre-expresaba la proteina Ace2"
aparecia una banda de un tamafio similar a la observada en la cepa con el promotor nativo, cuya abundancia era
unas 5 veces superior a la de la cepa silvestre. De igual modo, en la cepa que sobre-expresaba Ace2™ aparecia
una banda Unica, de tamafio superior a Ace2", que presentaba una intensidad similar a la sobre-expresién de
Ace2", y que por peso molecular podria corresponder a la proteina producida por traduccion a partir del ATG1

(Fig. 28B). Resultados similares se obtuvieron al analizar estas cepas durante la filamentacidn.
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Los resultados expuestos en este apartado muestran que no ha sido posible detectar la proteina Ace2Va partir
de su promotor nativo, a pesar de las multiples estrategias probadas, lo que podria indicar que es una proteina
muy poco abundante en la célula o de una vida media muy corta. Sin embargo, cuando se utiliza un promotor
regulable de expresion fuerte es posible detectar una forma de mayor tamafo del factor de transcripciéon Ace2

(Ace2V), que corresponde perfectamente con el tamafio esperado para Ace2M.

3.1.6 La region N-terminal de Ace2 funciona como dominio transmembrana.

Como se ha comentado previamente, una de las caracteristicas del extremo N-terminal presente en Ace2M es la
existencia de una hipotética region transmembrana. Si esta prediccién bioinformatica fuera cierta, cabria esperar
que esta region de la proteina fuese capaz de conducir a la membrana a una proteina heterdloga. Para comprobar
esta hipotesis, se realizé una construccidn en la que se clond la region que codifica para los primeros 54 aa de Ace2
que contienen la region transmembrana en el extremo 5°del marco de lectura de la proteina fluorescente verde
(GFP) y bajo la regulacion del promotor TEF de Ashbya gossypii (Fig. 29). Como control se utilizé una construccion
similar que contenia el gen GFP bajo el control del mismo promotor. Estas construcciones permitian analizar por
microscopia de fluorescencia la localizacion de ambas proteinas y comprobar si la proteina de fusién TMA<€2-GFP
presentaba la misma localizacién citoplasmica que la GFP o conseguia localizarse en algin compartimento de
membrana. Ambas construcciones se insertaron en el genoma de la cepa BWP17 y se comprobaron mediante
PCR y secuenciacion. El analisis por microscopia de fluorescencia revelé que, como cabia esperar, en la cepa
que contenia la GFP carente de la regién transmembrana se observaba una fluorescencia difusa en todo el
citoplasma (Fig. 29). Por el contrario, en la cepa que contenia TM*<2-GFP la fluorescencia se observaba en puntos
dispersos en el citoplasma, lo que sugiere que esta proteina estd asociada a alguna membrana celular, bien

el aparato de Golgi o algun tipo de vesiculas secretoras. En algunos casos también se observd un patrén de

A ATG1 ATG2 PMET3-ACE2V
ATG2 pMET3-ACE2N
B Levaduras Hifas
pMET3 pMET3
WT Ace2  Ace2V  Ace2M WT  Ace2 Ace2" Ace2W
' . T ' R ETT

Figura 28. Ace2" es una proteina de mayor tamafio que Ace2". A. Esquema de las construcciones utilizadas para sobreexpresar las proteinas
Ace2M y Ace2". B. Andlisis mediante Western blot de extractos proteicos de las cepas silvestre (WT, OL1202), ACE2-HA (OL1538), pMET3-
ACE2V-HA (0OL1203) y pMET3-ACE2"-HA (OL1111) en levaduras e hifas. Como control de carga se utilizé anti-Cdc11.
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fluorescencia perinuclear, tipico de

las tinciones de proteinas de reticulo
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Acez 154 endoplasmatico. Estos resultados

pTEF-GFP pTEF-TMA2_.GFp respaldan y soportan la hipdtesis
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un verdadero dominio TM vy ser
capaz de dirigir una proteina a la

membrana.

3.1.7 Ace2V y Ace2" son proteinas
fosforiladas.

Para realizar una caracterizacion

o

mas detallada de las proteinas
Ace2M y Ace2", se decidid usar
las construcciones que sobre-

expresaban ambas formas

mediante el promotor del gen

MET3, a pesar de que en ambos

Figura 29. El extremo N-terminal de Ace2 es capaz de dirigir a una proteina heteréloga casos los niveles de las proteinas
a compartimentos de membrana. En la parte superior se muestran los esquemas de las . )
construcciones utilizadas. Los paneles inferiores muestran imagenes de microscopia de no son fisioldgicos. Sin embargo,
ﬂuorescen~cia de levaduras de.las cepas pTEF-GFP (OL1969? y pTEF-TM*<>-GFP (OL1970). Las el uso de estas construcciones
flechas sefialan la fluorescencia en los puntos en la periferia de la célula.

permitia realizar una caracterizacion

bioquimica preliminar y comprobar si existia alguna diferencia significativa entre ambas formas. En primer
lugar, los analisis bioinformaticos de la secuencia de Ace2 en C. albicans indicaban la existencia de multiples
sitios de fosforilacién. Existen 7 sitios posibles de fosforilacion por CDKs que se ajustan al consenso completo
(S/T-P-X-K/R) y otros 20 incompletos (S/T-P) (Holmes y Solomon, 1996). También hay tres posibles sitios de
fosforilacion por el complejo Cbk1-Mob2 (H-X-X-R/K-X-S/T o H-X-R/K-X-X-S/T, Mazanka et al., 2008), uno de los
cuales se localiza en los primeros 54 aa de Ace2, como se ha comentado previamente. Estas observaciones,
junto con el hecho de que en los ensayos de Western blot realizados se observaran bandas difusas por encima
del tamafio esperado, sugieren que ambas formas podrian ser fosfoproteinas. Por tanto, se realizaron ensayos
para comprobar el estado de fosforilacién de ambas formas. Para ello, se realizd la purificacion de las dos
proteinas mediante inmunoprecipitaciones con bolas magnéticas acopladas al anticuerpo anti-HA. Las proteinas
retenidas fueron incubadas con la A-fosfatasa durante 30 minutos a 28°C y posteriormente se eluyeron para su
separacion electroforética. El andlisis por Western blot mostré que el tratamiento con la fosfatasa provoco la
desaparicion de las bandas de mayor peso molecular en la cepa pMET3-ACE2"-HA, apareciendo Unicamente la
banda correspondiente a la forma de menor peso molecular (Fig. 30). En la cepa pMET3-Ace2M-HA también se
observaron cambios en el patrén de movilidad electroforética, aunque en este caso no fue tan evidente como
en ACE2-HA y pMET3-ACE2"-HA. Como control, también se realizaron los ensayos con la cepa ACE2-HA, que
contiene la proteina bajo el control de su propio promotor. Estos resultados indican que Ace2" es una proteina

fosforilada, mientras que Ace2" parece estar menos modificada por quinasas.

3.1.8 Las dos formas de Ace2 fraccionan en diferentes compartimentos subcelulares.

Los experimentos mostrados en el apartado 3.1.6 indicaban que el extremo N-terminal de Ace2 posee un
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dominio transmembrana que es capaz de dirigirala
proteina GFP a las membranas de la ruta secretora.
Ya que dicho dominio estd presente Unicamente
en Ace2M, cabria esperar que presentara una
localizacion subcelular diferente a la de Ace2V,

presumiblemente en algin compartimento
membranoso. Para comprobar esta hipdtesis,
se realizaron experimentos de fraccionamiento
subcelular por centrifugacion diferencial en
gradientes de sacarosa con las cepas que contenian

PMET3-ACE2M-HA y pMET3-ACE2"-HA.

De cada uno de los gradientes se obtuvieron 18

Hifas

Levaduras

-APP

+APP +APP -APP

Ace2-HA
Ace2'-HA

Ace2™-HA

~
-
-

Figura 30. Ace2 es una proteina fosforilada. Extractos proteicos de
levaduras e hifas de las cepas ACE2-HA (OL1538), pMET3-ACE2V-HA
(OL1203) y pMET3-ACE2"-HA (OL1111) fueron inmunoprecipitados con
anticuerpos anti-HA y las muestras se incubaron en presencia (+APP)
o ausencia (-APP) de A-fosfatasa antes de su andlisis por Western blot
usando anticuerpos anti-HA.

fracciones. Las proteinas presentes en cada fraccidn se precipitaron con TCA, se separaron en geles de acrilamida

yseanalizaron con distintos anticuerpos mediante Western blot. Ademas de anticuerpos anti-HA para detectar las

distintas formas de Ace2, se utilizaron anticuerpos comerciales contra distintas proteinas para poder determinar

en qué fracciones sedimentaba cada una de ellas. Los resultados indicaron que Ace2" y Ace2" fraccionaban en

distintas regiones del gradiente. Asi, Ace2" se localizaba en las fracciones mas ligeras del gradiente (2 a 8),

coincidiendo mayoritariamente con las fracciones en las que se distribuia Pol2 (4 a 8), la subunidad catalitica de

la ARN polimerasa Il utilizada como marcador de ntcleo (Fig. 31). La proteina Ace2" que sedimenta en la fraccién

2 (donde no hay marcadores nucleares) podria corresponder con una fraccién de esta forma que se encuentra

en el citoplasma, pues se ha descrito que Ace2 se transporta entre nucleo y citoplasma (O’Conallain et al., 1999).

Cuando se analizaron extractos celulares obtenidos a partir de hifas, se observé una distribucidn similar de

Ace2V, aunque en este caso, la cantidad presente en la fraccidén 2 era menor. Estas observaciones sugieren que

Figura 31. Ace2" sedimenta con
PMET3-ACE2N-HA marcadores nucleares. Fracciona-
a5 miento subcelular en gradientes
" de sacarosa (20-60%) de extractos
- =g Ace2" (Levaduras)
g 40 Y celulares de la cepa pMET3-ACE2"-
E 35 A\_ HA (OL1111) crecida en forma de
3 30 \ ~i-Ace2" (Hifas) levaduras o hifas. Las fracciones
f . fueron analizadas por Western blot
g 25 r/[\ \ / Pol2 [Mcleo] utiliza’ndo anticuerpos especificos para
T}ﬁ 20 proteinas usadas como marcadores
= 15 - f ! V . de localizacién subcelular. La grafica
= 10 Al \ /\_-( ——FTCD(Golgi) superior representa la cuantificacion
E { /J \ de la intensidad de las sefiales en
E 51 " : =#=Pmal {Membrana las distintas fracciones medida en
0 - ; . . T plasmdtica) unidades arbitrarias .
2 4 6 8 10 12 14 185 18
Fracciones
Fracciones
2 4 6 g8 10 12 14 16 18
-.. — Ace2" [Levaduras)
T — Pol2 [Niiclea)
— ——r I ——— —— — FTCD (Golgi)
. -._-* Pmal [Membrana
plasmatica)
T . e—— Ace2" [Hifas)
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—#-= Pmal{Membrana comprobd que esta proteina

0 e plasmatica)
2 4 & § 10 12 14 15 18 sedimentaba de una forma
Fracciones mas dispersa en los gradientes

(Fig. 32), desde la fraccién

Fracciones 2 a la 14, aunque la mayor

_2__11 ;-B.-ul 1618 Ace2 (Levaduras] intensidad se detectaba en
—...._- g Pol2 (Niicleo) las fracciones mas densas (8 a
——— FTCD [Golgi) 12). Cuando esta distribucién

L' ___.,,.. z:r::;g:::ar;brana se comparé con la de los

distintos marcadores usados,

Ace2" [Hifas ,
[ TR = | s 2 (i) se comprobo que Ace2" co-

sedimentaba parcialmente

Figura 32. Ace2" sedimenta parcial-mente con marcadores del aparato de Golgi. Fraccionamiento
subcelular en gradientes de sacarosa (20-60%) de extractos celulares de la cepa pMET3-ACE2"-  con el marcador del aparato
HA (0L1203) crecida en forma de levaduras o hifas. Las fracciones fueron analizadas por Western

blot utilizando anticuerpos especificos para proteinas usadas como marcadores de localizacion de Golgi (fracciones 8-14) y
subcelular. La grafica superior representa la cuantificacion de la intensidad de las sefiales en las

distintas fracciones medida en unidades arbitrarias. no con el marcador nuclear.

Ademas, Ace2™ y el marcador
de membrana plasmatica (la ATPasa de membrana Pmal) localizaban en fracciones diferentes, lo que indicaba
que Ace2™ no estd asociada a esta membrana. Cuando se analizaron extractos celulares obtenidos a partir
de hifas, se observé una distribucion similar de Ace2™, aunque en este caso la cantidad que sedimentaba en
las fracciones mas ligeras era inferior que en hifas. Estos resultados podrian indicar, que Ace2™ parece estar
asociado a algun tipo de vesiculas que heterogéneas que sedimentan de forma dispersa en los gradientes,

existiendo una cierta co-sedimentacién con marcadores del aparato de Golgi.

Los resultados anteriores que mostraban que Ace2" y Ace2V sedimentaban en fracciones diferentes de los
gradientes de sacarosa animaron a probar si era posible detectar la isoforma Ace2™ con su promotor nativo.
Para ello, se usé la cepa que contenia los dos alelos de ACE2 marcados con 6His y se prepararon extractos a
partir de levaduras e hifas para su analisis en gradientes de sedimentacion. Los resultados obtenidos indicaron
que se detectaba una proteina que tenia un patrén de sedimentacion y de movilidad electroforética similar a la
observada en la cepa pMET3-Ace2", que fraccionaba con el marcador de localizacidn nuclear, pero no se observo

ninguna banda adicional en las fracciones mas densas que pudiese corresponder a Ace2" (Fig. 33).

Estos resultados sugieren que Ace2" podria ser la forma que funciona como factor de transcripcion, mientras
que Ace2M al localizarse en fracciones de membrana, podria desempefiar una funcion diferente, pudiendo estar

implicada en la regulacion de la dinamica del anillo de septinas.
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3.1.9 En C. albicans Ace2 se localiza en el
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Ace2-HA (Hifas) el analisis de fenotipo, pues las células de

iy — il Pal2 {Niclea) levaduras carentes de Ace2 tienen defectos

en separacion celular, como se mostré en la

Figura 33. Ace2 expresado a partir de su promotor nativo sedimenta con el Figura 17.
marcador de nucleo. Fraccionamiento subcelular en gradientes de sacarosa
de extractos celulares de la cepa ACE2-6HIS (OL1173). Las fracciones fueron
analizadas por Western blot utilizando anticuerpos especificos para proteinas
usadas como marcadores de localizaciéon subcelular. La grafica superior
representa la cuantificacion de la intensidad de las sefiales en las distintas levaduras, se observd que la fluorescencia
fracciones medida en unidades arbitrarias.

Cuando las células crecian en forma de

mayoritaria se detectaba en el ndcleo de la
célula hija, aunque también existian células con yema grande en las que tanto la célula madre como la hija
poseian Ace2 en el nlcleo, como se ha descrito previamente (Kelly et al., 2004). Ademds de esta fluorescencia
mayoritaria, en numerosas células era posible observar algunos puntos fluorescentes que se localizaban cerca
del contorno de la célula, y que tal vez podrian corresponder al aparato de Golgi o a algun tipo de vesiculas
secretoras o endociticas (Fig. 34A). De la misma forma, cuando se inducia la formacidn de hifas también se
observaba fluorescencia en zonas que correspondian a los nucleos, pues Ace2 también tiene localizacion nuclear
en hifas a pesar de que la separacion celular esta inhibida (Wang, et al., 2009) y un patréon punteado aleatorio

similar al observado en levaduras (Fig. 34B).

Teniendo en cuenta los resultados previos que indicaban que el extremo amino de Ace2™ podria funcionar
como un dominio transmembrana, y que en el fraccionamiento subcelular parecia sedimentar en fracciones
correspondientes al aparato de Golgi o vesiculas, se planted la posibilidad de que los puntos citoplasmicos pudiesen
corresponder a Ace2M. Para comprobar si esta hipotesis era cierta, se construyo una cepa en la que la GFP habia
sido fusionada a Ace2M. Cuando se analizoé la fluorescencia en esta cepa, se comprobd que la fluorescencia
nuclear habia desaparecido, pero el patrdn citoplasmico punteado de la cepa silvestre se mantenia (Fig. 35). Este

resultado apoya la idea de que Ace2" podria presentar una localizacion subcelular diferente a Ace2".

Para tratar de confirmar estos resultados, se construyeron las cepas pMET3-Ace2"-GFP y pMET3-Ace2V-GFP
(ver esquemas de las construcciones en la Figura 36A), las cuales sobre-expresaban cada una de las proteinas
fusionadas con la GFP, lo que permitia comprobar la localizacién de cada isoforma de forma independiente,
facilitando al mismo tiempo su visualizaciéon por microscopia de fluorescencia. Como control, para descartar
que el patrén punteado observado en la cepa pMET3-Ace2V-GFP pudiera ser debido a autofluorescencia interna

de las células, se utilizé una cepa que contenia una construccidn similar pero la proteina estaba marcada con el
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ACE2-GFP/ACE2-GFP ACE2/ACEZ
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GFP

Figura 34. Localizacion de Ace2 en levaduras e hifas. Microscopia de fluorescencia
de la cepa ACE2-GFP/ACE2-GFP (OL1036) crecida en forma de levaduras (A) o tras
la induccién de la filamentacion (B). Los asteriscos sefialan la fluorescencia que se
localiza en forma de puntos citoplasmicos; las flechas la localizacién nuclear. Como
control de la autofluorescencia, se muestra una cepa que carece de GFP (ACE2/
ACE?2) crecida en las mismas condiciones. Barra de escala, 5 um.

epitopo HA en lugar de con GFP (pMET3-
Ace2-HA). La sobreexpresion de estas
proteinas no presentd ningun defecto

aparente en ninguna de las dos cepas.

En la cepa pMET3-Ace2"-GFP solamente
se observo fluorescencia nuclear, bien
Unicamente en la célula hija o en las
células madre e hija (Fig. 36B), similar a las
células que expresaban Ace2-GFP a partir
de su propio promotor (Fig. 34A), pero en
ningun caso aparecia el patrén de puntos
citoplasmicos. Por el contrario, la cepa
PMET3-Ace2V-GFP carecia de fluorescencia
nuclear pero presentaba el mismo patrén
de fluorescencia caracterizado por puntos
fluorescentes en la periferia y citoplasma
celular (Fig. 36C). El control pMET3-Ace2"-
HA presentaba una fluorescencia difusa
en el citoplasma y vacuola, lo que parece
confirmar que los puntos observados
corresponden a Ace2™ (Fig. 36Cy 36D).

Estos resultados indican que las dos formas
de Ace2 se localizan en compartimentos
subcelulares diferentes, siendo Ace2" una

proteina de localizacion mayoritariamente

nuclear (bien en el ndcleo de la célula hija o en la célula madre e hija) y Ace2V una forma asociada a algun tipo

de vesiculas (el aparato de Golgi o vesiculas de transporte), localizacion que podria estar mediada por el dominio

transmembrana presente en su extremo N-terminal.

3.2 FUNCIONES DE Ace2 EN C. albicans

En S. cerevisiae, la separacidn celular se produce

por la degradacién del septo primario que existe
entre la célula madre y la célula hija al final de
cada divisidon celular. El factor de transcripcion
Ace2 controla la expresion de genes especificos
de la célula hija, tales como la quitinasa codificada
por CTS1 y las glucanasas codificadas por ENG1 o
SCW11, siendo estas enzimas las encargadas de la

degradacion del septo después de la citoquinesis,

Ace2V-GFP

lo que conducen a la separacién celular. Su

acumulacion en el nucleo depende de la fosfatasa

Figura 35. Localizacion de Ace2V-GFP bajo la regulacion del promotor
nativo de ACE2 en levaduras. Imdgenes de microcopia de fluorescencia
de la cepa ACE2M-GFP (OL1593). Las flechas sefialan la fluorescencia que

se localiza en forma de puntos citoplasmicos. Barra de escala, 5 pm.
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Figura 36. Localizacion de Ace2" y Ace2“
en sobreexpresion. A. Esquema de las
construcciones utilizadas para sobre-
PMET3-ACE2V-GFP expresar las dos formas de Ace2 etiquetado
con la GFP. By C. Imagenes de fluorescencia

A ATG1 ATG2

ATG2 y contraste interferencial (DIC) de las cepas

_; PMET3-ACE2V-GFP 'y  pMET3-ACE2V-GFP

(OL1978 y 0OL1976, respectivamente)

PMET3-ACE2"N-GFP creciendo en forma de levaduras. D.

o Imégenes de fluorescencia y DIC de la cepa

PMET3-ACE2M-HA (0OL1203) usada como
control negativo. Barra de escala, 5 um.

PMET3-ACE2V-GFP

Cdc14 y de la sefializacion de la ruta
RAM (Baladron et al., 2002; Colman-

DIC

Lerner et al., 2001; Nelson et al.,
2003; Weiss et al., 2002). Todos estos

componentes estan conservados

C D en C. albicans, donde desempefian

o
TR

la separacién celular. Estas propiedades permiten la formacion de largos filamentos en los que los distintos

una funcién similar durante el
crecimiento en forma de levaduras
(Clemente-Blanco et al., 2006; Kelly
et al., 2004; Song et al., 2008).

pMET3-ACE2V-GFP
pMET3-ACE2M-HA

C. albicans posee la capacidad

de crecer también en forma de

DIC
DIC

filamentos, una morfologia que

se caracteriza por un crecimiento

apical continuo y la inhibicion de

compartimientos se mantienen unidos por el septo. La inhibicion de la separacién celular depende de la
modificacion en la dinamica del anillo de septinas y de la accidn de la ciclina especifica de hifas Hgcl (Gonzélez-
Novo et al., 2008; Zheng et al., 2004). Como ya se comentd en la Introduccidn, los anillos de septinas presentan
diferencias entre levaduras e hifas pues en estas Ultimas esta en un estado especifico de hifas (“Hyphae-Specific
State”). El mantenimiento de dicho estado depende de la la septina Sep7 y de la quinasa Hgc1l, lo que resulta en
una alta tasa de intercambio de Cdc10 entre el anillo y el citoplasma y en la inhibicién de la separacién celular
en hifas (Gonzalez-Novo et al., 2008). Ademas, la actividad del complejo Cdc28-Hgc1 esta implicada en prevenir
la activacion de las dianas de Ace2 promoviendo la asociacion del factor de transcripcidn Efgl a sus promotores
(Wang, et al., 2009).

En el capitulo anterior se mostraron evidencias de que Ace2 es importante durante el crecimiento hifal tanto
para la persistencia de los anillos de septinas como para establecer su estado especifico de hifas. Considerando
que la actividad transcripcional no es necesaria para la regulacion del anillo de septinas en las hifas y que existe
una segunda forma de Ace2 asociada a membranas cuyo mRNA aumenta durante el crecimiento filamentoso,
se planted la posibilidad de que fuera Ace2™ la proteina que desempefiara un papel directo en la regulacion de

las septinas durante este estado morfogenético. En este capitulo se describen un conjunto de experimentos
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disefiados para analizar la funcidn de las proteinas Ace2" y Ace2™ en los distintos estados morfoldgicos de C.

albicans.

3.2.1 Funciones de Ace2" y Ace2" durante el crecimiento en forma de levaduras.

Para analizar la funcién de las proteinas Ace2" y Ace2V en C. albicans, se utilizaron las cepas construidas
previamente que contenian mutaciones puntuales en cada uno de los inicios de traduccién, de tal manera que
cada una expresaba Unicamente una de las dos formas bajo el control de su promotor nativo. A partir de ellas,
se construyeron cepas que contenian distintas septinas (Cdc10 o Sep7) marcadas con GFP para poder estudiar la
estructura y dindmica de los anillos de septinas. En primer lugar, las distintas cepas se incubaron en condiciones

de crecimiento levaduriforme y se analizaron sus fenotipos.

La observacion microscopica de la cepa que contenia solamente Ace2™ mostré que las células presentaban una
morfologia idéntica a las de las células silvestres, no apreciandose ninguna diferencia significativa entre ellas a
distintas temperaturas o en distintos medios de cultivo (Fig. 37A). Por el contrario, las células de la cepa que sélo
expresaba Ace2M presentaban una morfologia similar a las del mutante nulo ace2A/A, ya que crecian en grupos
que permanecian unidos por el septo, siendo incapaces de separarse (Fig. 37A). Cuando se analizé la morfologia
de los anillos de septinas en estas cepas, usando tanto Sep7-GFP como Cdc10-GFP, no se apreciaron diferencias

significativas en su estructura, ni en los anillos simples ni tras su division (Fig. 37B).

El hecho de que las células de la cepa ace2A/ACE2" crecieran formando racimos incapaces de separarse sugiere
que la forma asociada a membrana de Ace2 es incapaz de funcionar como un factor de transcripcion, activando
la expresion de los genes implicados en separacidn celular. Asi, para comprobar de forma directa si Ace2™
presentaba actividad transcripcional, se analizé la expresion de una de sus dianas, el gen CHT3, mediante RT-PCR
cuantitativa. En el mismo ensayo también se incluyé la cepa ace2A/ACE2" para comparar los niveles de expresion
de CHT3 con la silvestre. Los resultados del analisis cuantitativo, normalizados frente a los obtenidos a partir
del gen ADE2 que codifica para la fosfo-ribosil-amino-imidazol carboxilasa implicada en la ruta de biosintesis de
adenina (Tsang et al., 1997), mostraron que la expresion de CHT3 en la cepa ace2A/ACE2" era similar a la de cepa
silvestre, mientras que en la cepa ace2A/ACE2" no existia transcripcidon del gen marcador, similar a lo que ocurre

en el mutante ace2A/A (Fig. 38).

Estos resultados nos indican, por tanto, que durante el crecimiento en forma de levaduras la proteina Ace2"
desempefia un papel importante, funcionando como factor de transcripcidn que activa la expresion de los genes
implicados en separacion celular. Por el contrario, Ace2™ es una forma carente de actividad transcripcional, que

en esta morfologia no parece desempefiar ninguna funcién esencial.

3.2.2 Funciones de Ace2" y Ace2" durante el crecimiento en forma de hifas.

Con el fin de estudiar la funcion de las dos formas de Ace2 durante el crecimiento hifal, se procedid a analizar los
fenotipos de las cepas deficientes de cada una de ellas en un medio inductor de la filamentacién. Para ello, se
incubaron células en medio YEPD liquido suplementado con suero bovino, a 37°C durante 3-5 horas antes de su

observacion morfoldgica. Como controles, se usaron la cepa silvestre y el mutante ace2A/A.

Como primera aproximacion a la caracterizacidon de estas cepas, se decidid comprobar si la proteina Ace2™ era
capaz de funcionar como activador transcripcional en estas condiciones de crecimiento. Por tanto, se analizé

mediante RT-PCR cuantitativa los niveles de expresidén del gen CHT3 en RNAs obtenidos de filamentos de las
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Figura 37. Fenotipo de
Ace2" las cepas que contienen
Ace2™ o Ace2" durante el
crecimiento en forma de
levaduras. A. Imagenes de
contraste interferencial (DIC)
de las cepas ACE2 SEP7-GFP
(0OL1456), ace2A/A SEP7-GFP
(OL1457), ace2A/ACE2" SEP7-
GFP (OL1634) y ace2A/ACE2V
Ace2M SEP7-GFP (OL1631) durante
el crecimiento levaduriforme.
Barra de escala, 5 um. B. Las
mismas cepas fueron tefiidas
con calcoflior antes de su
visualizacidn por microscopia
de fluorescencia. Las
imdgenes son la proyeccion
maxima de 10 planos
adquiridos cada 0,4 um vy
muestran la fluorescencia de
Sep7-GFP (verde) y la tincién
de calcofltor (rojo). En la
parte inferior se muestran
detalles de anillos simples
y duplicados de cada cepa.
Barra de escala, 5 um.

cepas silvestre, ace2A/ACE2Y y ace2A/ACE2". Como se ha mostrado previamente, se observé que la expresién

de CHT3 en las cepas silvestre y ace2A/ACE2" era inferior en hifas comparado con las levaduras (en torno a un

50% menos), pero en ambas cepas existia expresion del gen diana (Fig. 38). Por el contrario, no se detectaba

expresion de CHT3 en la cepa ace2A/ACE2V, lo que indica que esta proteina también es incapaz de funcionar

como factor de transcripcion en hifas.

Los resultados mostrados en los apartados 3.1.1 y 3.1.2 indican que el factor de transcripcion Ace2 desempefia

un papel en la regulacion del anillo de septinas durante la filamentacidn, aunque esta funciéon es independiente

de su actividad transcripcional. Puesto que la isoforma Ace2" no funciona como activador transcripcional ni

en levaduras ni en hifas, se planted la posibilidad de que fuera esta forma la que controlara la dinamica de los

anillos de septinas en hifas. Por ello, se decidié analizar con detalle
el fenotipo de las hifas de las cepas ace2A/ACE2V y ace2A/ACE2N
y compararlas con las cepas control ACE2 y ace2A/A mediante
microscopia de fluorescencia. Cuando se indujo la filamentacién
de las cuatro cepas, se observd que todas ellas eran capaces de
responder al estimulo y formar filamentos. Aparentemente,
las hifas de la cepa ace2A/ACE2V parecian similares a las del
mutante ace2A/A, ya que se originaban a partir de grupos células
levaduriformes que no se habian separado (al carecer de la forma
nuclear que actia como factor de transcripcidn), mientras que
las de la estirpe ace2A/ACE2" se originaban a partir de células
individuales mas similares a las del silvestre (Fig. 39). Sin embargo,
un analisis mas detallado reveld una serie de defectos morfoldgicos
en las hifas de la cepa carente de la forma de membrana, que

incluyen diferencias en el posicionamiento del primer septo,

0.8

0.6

Expresion relativa

0.4

0.2+

ACE2 ACE ACE2"

Figura 38. Ace2" carece de actividad transcripcional.
Niveles de expresion de CHT3 en las cepas silvestre
(0OL1202), ace2A/ACE2" (OL1598) y ace2A/ACE2Y
(OL1597), analizados mediante PCR cuantitativa.
Se analiz6 mRNA obtenido de células creciendo en
forma de levaduras (gris claro) o tras la induccion
de la filamentacion (gris oscuro). Los valores fueron
normalizados con los obtenidos de la expresion del
gen ADE2.
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cambios en la organizacion y dinamica o activacion de la separacién celular que seran descritos con mas detalle

en los siguientes apartados.

3.2.3 Ace2M es necesario para el correcto posicionamiento del primer septo en los filamentos de C. albicans.
Como se comentd en la Introduccidn, la posicidon de los septos en las hifas esta determinada por el punto de
la membrana lateral del filamento en el que se quedan ancladas las septinas que inicialmente se encuentran
en el dpice de la hifa. Cuando ésta alcanza una longitud determinada, las septinas apicales quedan unidas a
la membrana lateral del filamento y rapidamente se organizan en un anillo, que marcard la posicion del septo
durante citoquinesis (Sudbery, 2011). Con el objetivo de realizar la caracterizacién fenotipica de las cepas en
estudio, se analizd con detalle la morfologia de sus filamentos después de 3 horas de induccion mediante
microscopia de fluorescencia. Las primeras observaciones parecian mostrar que en los filamentos de la cepa
ace2N/ACE2", el primer septo parecia posicionarse mas alejado del cuerpo celular que en la cepa silvestre (Fig.
40A).

Para confirmar estos resultados, se cuantificé la distancia entre el primer septo y el cuerpo de la hifa en las cuatro
cepas, midiendo al menos 50 hifas diferentes en cada una. En la cepa silvestre, la distancia media entre el cuerpo
y el primer septo era de 8,99 £ 0,3 um (N=113), similar al promedio obtenido para la cepa ace2A/ACE2" (9,92
+ 0,49; N=67). Por el contrario, tanto en el mutante ace2 A/A como en la cepa ace2A/ACE2" esta distancia era
significativamente superior: 14,24 + 0,33 (N=86) para el mutante nuloy 17,12 + 0,34 (N=77) para la cepa que solo
tiene la forma nuclear y carece de la de membrana (Fig. 40B). El andlisis estadistico mostré que estas diferencias
son estadisticamente significativas (t test: P value <0,0001). Por tanto, estos resultados sugieren que la forma
de Ace2 asociada a membranas desempefia un papel importante en el proceso que determina la localizacién

y posicionamiento del primer septo en la

hifas de C. albicans.

3.2.4 Ace2™ se necesita para el correcto
ensamblaje del anillo de septinas en las
hifas de C. albicans.

Mientras se realizaba la cuantificacion de
la distancia entre el cuerpo y el primer
septo, también se observd que en la
cepa carente de la forma de membrana
de Ace2 en algunos casos los septos
eran anormales, como el que se muestra
en la Fig. 40A. Puesto que la posicion y
estructura de los septos depende de la
organizacién del anillo de septinas, era
posible que los anillos de septinas también

tuvieran defectos en esta cepa. Por ello,

se decidid analizar directamente esta

Figura 39. Fenotipo de las cepas Ace2V y Ace2" durante el crecimiento en forma estructura en las cuatro cepas bajo estudio,
de hifas. Las cepas ACE2 (OL1202), ace2A/A (OL1451), ace2b/ACE2N (OL1634) y

ace2A/ACE2" (0L1631) se incubaron en condiciones de induccién de filamentos utilizando cepas en las que Sep7 habia sido
durante 3 horas antes de tefiirlas con calcofltor. Las imagenes son la proyeccion
maxima de 10 planos adquiridos cada 0,4 um y muestran la fluorescencia de

calcofldor. Barra de escala, 5 um. filamentacién en las cepas marcadas y se

marcado con GFP. De nuevo, se indujo la
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analizéd la estructura de los anillos de septinas por microscopia de fluorescencia tras 2-3 de incubacion en medio

con suero.

Este analisis mostré que en la cepa carente de la proteina nuclear (ace2A/ACE2V) los anillos de septinas, tanto
simples como dobles, estaban bien organizados y eran similares en apariencia a los observados en la cepa silvestre
(Fig. 41). Por el contrario, en la cepa ace2A/A y la cepa carente de la proteina de membrana (ace2A/ACE2")
los anillos de septinas presentaban distintos defectos morfoldgicos, aunque los defectos parecian mas severos
en ace2A/ACE2" que en ace2A/A. En la Figura 42 se muestran detalles de los distintos defectos morfoldgicos
observados en la cepa ace2A/ACE2", como septinas dispersas en la membrana que no llegan a formar un anillo
o anillos no cerrados que forman una espiral en el tubo germinativo. Algunos de estos defectos también son
observables en la cepa ace2A/A, aunque con una frecuencia menor que en la estirpe carente de la proteina de
membrana. Resultados similares se obtuvieron cuando se analizé la localizacién de Cdc10-GFP en estas cepas, lo
que indica que los defectos no son especificos de Sep7, sino que afectan a todo el anillo de septinas. Por tanto,
estas observaciones apoyan la hipotesis de que la forma de membrana de Ace2 puede estar controlando, de

forma directa o indirecta, el ensamblaje del anillo de septinas.

3.2.5 Ace2V es necesaria para convertir los anillos de septinas al estado especifico de hifas.

Como se ha comentado en la Introduccidn, la induccién de crecimiento hifal resulta en la conversién del anillo
de septinas de levadura a un estado especifico de hifas, el cual se caracteriza por la presencia de un nucleo
estable de septinas (compuesto por Sep7, Cdc3 y Cdc12) y un alto intercambio de Cdc10 y Cdc11 entre el anillo
y el citoplasma (Gonzalez-Novo, et al., 2008). Teniendo en cuenta que los anillos de septinas de la cepa carente
de la proteina Ace2" presentan defectos importantes en su estructura, se decidié analizar la dindmica de Cdc10
mediante ensayos de FRAP de las cepas ace2A/ACE2" y ace2A/ACE2V. Para ello se usaron las cepas ace2A/ACE2"
CDC10-GFPy ace2A/ACE2" CDC10-GFP, las cuales se incubaron en presencia de suero fetal bovino al 10% a 37°C
para inducir la filamentacion durante 2 horas. Como se ha descrito anteriormente, para analizar el intercambio
de Cdc10 con el citoplasma se eliminaba la fluorescencia del anillo completo mediante iluminacion con el laser
del microscopio confocal y se analizaba su recuperacion a lo largo del tiempo. Cuando se analizd la recuperacién
de la fluorescencia de Cdc10, se comprobd que el mutante carente de la forma nuclear (la cepa ace2A/ACE2M)
presentaba una dindmica similar a la de la cepa silvestre, ya que entre los 120 y 160 minutos alcanzaban un valor

en torno al 40% de la fluorescencia inicial (Fig. 43). Por el contrario, la cepa que carece de la forma de membrana
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Figura 40. Ace2™ es necesario para el correcto posicionamiento del primer septo. A. Microscopia de fluorescencia de las cepas ACE2
(BWP17), ace2/ACE2V (OL1597), ace2b/ACE2N (OL1598) y ace2A/A (OL1453) tefiidas con calcofllor. Los corchetes indican la distancia entre
el cuerpo de la hifa y el primer septo. Barra de escala, 5um. B. Diagrama de dispersidn de las medidas de la distancia entre el primer septo y
el cuerpo de la hifa en las mismas cepas. Se indica la media y la desviacidn estandar.
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Figura 41. Anillos de septinas de las cepas Ace2™ y Ace2" en hifas. Analisis por microscopia de fluorescencia de la septina Sep7 en las cepas
SEP7-GFP (OL1456), ace24/A SEP7-GFP (OL1457), ace2A/ACE2" SEP7-GFP (OLOL1634) y ace2A/ACE2Y SEP7-GFP (OL1631). Las cepas fueron
tefiidas con calcoflior antes de su visualizacion. Las imagenes son la proyeccion maxima de 10 planos adquiridos cada 0,4 pm y muestran la
fluorescencia de Sep7-GFP (verde) y la tincidn de calcofllior (rojo). Barra de escala, 5 um.

(ace20/ACE2") presentaba un patrén de recuperacion similar al observado en el mutante ace2A/A descrito en la
Figura 20, ya que no se observaba recuperacion de la fluorescencia de la septina Cdc10 incluso a tiempos mas
largos. Estos resultados en conjunto con los descritos en el apartado 3.2.4, indican que Ace2V es la forma de

Ace2 que regula la conversion del anillo de septinas al estado especifico de hifas en C. albicans.

3.2.6 Ace2V es esencial para inhibir la separacion de los compartimentos celulares de las hifas.

Estudios previos realizados en el laboratorio han demostrado que existe una correlaciéon directa entre la dinamica
del anillo de septinas y la inhibicidn de la separacion celular en las hifas de C. albicans, de tal manera que cuando
el intercambio de la septina Cdc10 con el citoplasma no tiene lugar se activa la separacién de los compartimentos
de las hifas, como ocurre en el mutante sep7A/A (Gonzalez-Novo et al., 2008). Si esta correlacion ocurre en
todos los casos, cabia esperar que en las hifas del mutante carente de la forma de membrana de Ace2, en la
que la dinamica del anillo de septinas es deficiente en hifas, también se activara la separacion de los distintos
compartimentos mediada por la activacién de la expresidén de enzimas hidroliticas como la quitinasa Cht3 y la

endo-glucanasa Engl.

Figura 42. Estructura de los anillos
ACE2 ACE2¥ ace2A —— ACE2N — | de septinas durante la filamentacion.
Detalles de anillos de septinas en las
cuatro cepas usadas en la Figura 37. Los
recuadros representa la ampliacién del
anillo de septinas. Las imagenes muestran
la fluorescencia de Sep7-GFP (verde) y la
tincién de calcofltor (rojo). Barra de escala,
1 um.
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Para analizar si esta idea era correcta, se analizo si la separacion celular estaba activada durante el crecimiento
hifal en las distintas cepas en estudio. Para ello, la cepa silvestre y los mutantes ace2A/ACE2V y ace2D[ACE2"
se incubaron en presencia de suero fetal bovino al 10% a 37°C durante 3-4 horas para inducir la filamentacién y
posteriormente se observaron al microscopio. La observacidon de estas cepas mostré que en el mutante carente
de la proteina de membrana (ace2A/ACE2") el nimero de filamentos aislados (sin cuerpo celular unido) y de
cuerpos celulares separados era superior al observado en las cepas silvestre, ace2A/ACE2M y ace2D\ A (Fig. 44A),

lo que indicaba que la separacidn celular estaba activada en esa cepa.

Para tener una idea numérica de este defecto en cada una de las cepas, se decidid cuantificar de hifas en las que
se habia activado la separacion celular. La cuantificacidon del numero de compartimentos del filamento aislados
nos daria un valor incorrecto de la separacion, ya que varios compartimentos podian provenir de la misma hifa,
por lo que se decidid contar el nimero de cuerpos celulares que todavia permanecian unidos a un filamento
frente a los que estaban separados o en proceso de separacion (Fig. 44B). Los resultados obtenidos indicaron
que mientras que en la cepa silvestre y en el mutante ace2A/ACE2" el porcentaje de separacion era inferior al
5%, en la cepa carente de la forma de membrana este valor era unas 5 veces superior, llegando hasta el 25%
(Fig. 44C). El mutante ace2A/A no ha sido representado en la gréfica ya que al carecer de Ace2 es no es capaz de

activar la separacion celular ni en hifas ni en levaduras.

En resumen, todos los resultados descritos en los Ultimos apartados, indican que la forma de membrana de la
proeteina Ace2 es necesaria para regular la dindmica del anillo de septinas, y por tanto, para inhibir la separacion

celular durante el crecimiento hifal de C. albicans.

3.2.7 La insercidn ectopica de Ace2" revierte el fenotipo de separacion celular.

Resulta sorprendente el hecho de que un gen que codifica para un factor de transcripcion, codifique a su vez para
otra proteina que difiere no solamente en su estructura, sino también en su localizacidn y funcién. Teniendo en
cuenta que el establecimiento y mantenimiento del estado especifico de hifas del anillo de septinas es un proceso
trascendental en la morfogénesis de C. albicans, la identificacion y caracterizacion de proteinas que lo regulen

resulta de crucial importancia. Los resultados descritos en los apartados anteriores sugieren que en C. albicans
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Figura 43. Ace2" es esencial para la dinamica de Cdc10 durante el crecimiento hifal de C. albicans. Dindmica de
Cdc10 en las cepas ace2A/ACE2" CDC10-GFP (OL1659) y ace2A/ACE2" CDC10-GFP (OL1662). Anillos completos fueron
irradiados con el laser de un microscopio confocal a maxima potencia para eliminar la fluorescencia y posteriormente
se tomaron imagenes a los tiempos indicados en la figura para analizar la recuperacién de la fluorescencia. La grafica
muestra la cuantificacion de la fluorescencia en cada cepa y es la media de tres anillos diferentes. Las barras de error
indican la desviacion estandar. Barra de escala, 1 um.
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la forma de membrana de Ace2 es una de las proteinas reguladoras del estado especifico de hifas del anillo de
septinas. Para confirmar que los defectos observados en la cepa ace2A/ACE2" eran debidos especificamente
a la ausencia de la forma de membrana, se decidid construir una cepa derivada de ella en la que la proteina
de membrana se inserté de forma ectdpica en un locus heterélogo bajo el control de un promotor regulable.
Teniendo en cuenta que en C. albicans no se han desarrollado hasta ahora estrategias de expresion episomal,
el locus RP10 se presenta como una excelente estrategia para superar este inconveniente. Ello se debe a tres
razones fundamentales: primero, existen dos loci en el genoma, por lo que la disrupcién de uno de sus alelos no
tiene mayores efectos en el crecimiento de la célula; segundo, debido a su alta tasa de expresion, la integracion
por recombinacion homadloga es muy eficiente, lo que se ve reflejado en el nimero de transformantes; y por
ultimo, la integracion cromosomal en un locus muy expresado, facilita la expresidn de los genes integrados en él
(Care etal., 1999).

Asi, a partir de la cepa ace2A/ACE2" se procedid a integrar la secuencia codificante de Ace2V bajo el control
del promotor MET3 en el locus RP10. Ademas, para confirmar que la actividad transcripcional de Ace2 no era
necesaria para la funcién de la forma de membrana, se construyo otra cepa similar en la que se insertd la
secuencia codificante de la proteina Ace2V sin la regidn correspondiente a los dedos de Zinc (estructura de las
construcciones en la Figura 45A). Una vez comprobado que la disrupcién de uno de los alelos de RP10 no tenia
defecto importante en el crecimiento de las células, estas cepas se incubaron en condiciones de induccién de
la filamentacidn durante 4 horas junto con la cepa silvestre y el mutante ace2A/ACE2V. Se realizaron fotografias
en el microscopio de fluorescencia para cuantificar los porcentajes de separacidon en hifas. Se observd que la
reinsercion tanto de la forma de membrana completa (Ace2") como de la forma de membrana sin los dedos
de zinc (Ace2M-AZn) reducia el porcentaje de cuerpos separados hasta niveles similares a los observados en la
cepa silvestre (Fig. 45B). Este resultado indica que los defectos observados en el mutante ace2A/ACE2" se deben
Unicamente a la ausencia de Ace2V, ya que su reinsercidén en un locus ectdpico restaura el fenotipo silvestre, y
que los dedos de Zn no son necesarios para la funcion de la proteina de membrana durante la filamentacion de

C. albicans.

Cuerpos aislados (%)

ACE2 ACE2" ACE2'

Figura 44. Las hifas del mutante Ace2" se separan después de la citoquinesis. A. Microscopia de fluorescencia de filamentos de las cepas
silvestre (BWP17), ace24/ACE2" (OL1598) y ace2A/ACE2" (OL1597), tras 3,5 horas de induccién de la filamentacion en presencia de suero
fetal bovino al 10% a 37°C. Barra de escala, 5 um. B. Ejemplos de cuerpos celulares separados o en separacidn observados en la cepa ace2d/
ACE2". C. Cuantificacion del porcentaje de cuerpos separados observados en filamentos de la cepa silvestre (BWP17) y los mutantes ace2d/
ACE2" y ace2A/ACE2M tras 3,5 horas de induccién de la filamentacion. Los datos son la media de 2 experimentos individuales, en los que se
indica la desviacién estandar.
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3.2.8 Andlisis de las regiones necesarias para la funcion de Ace2" durante el crecimiento hifal de C. albicans.
En S. cerevisiae se ha realizado un andlisis de los diferentes dominios del factor de transcripcién Ace2 y se
describieron 6 regiones o subdominios que desempefian diferentes funciones a nivel subcelular (McBride et al.,
1999). Asi, en la regién A (aminoacidos 1-200) se encuentran las sefiales de localizacion y exporte nuclea (NES)r,
asi como dos sitios de fosforilacién de Cbk1-Mob2; la regién B (aminoacidos 201-301) parece ser necesaria para
la interaccién con Cbk1-Mob2, y junto con la region A es importante para la localizacion especifica del factor de
transcripcion en el nucleo de la célula hija; la zona C (aminodcidos 302-469) es necesaria para la activaciéon
transcripcional de las dianas, como CTS1; la zona D (aminoacidos 470-577) no presenta funcidn conocida, aunque

contiene multiples sitios de fosforilacion por CDKs; la region E (aminoacidos 578-692) contiene los dedos de

zinc necesarios para su actividad como factor

de transcripcién; y por ultimo, en la regién F A Ace2" Ace2V::RP10

(aminoéacidos 693-770) existe otra sefial de X ATG2
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Figura 45. La activacién de la separacion celular del mutante Ace2" se debe
a la ausencia de la forma de membrana. A. Esquema de las construcciones
ser arbitraria y formar una Unica unidad insertadas en el locus RP10. B. Cuantificacién del porcentaje de cuerpos

separados observados en filamentos de la cepa silvestre (BWP17) y los mutantes
funcional en lugar de dos separadas, ya que gce2a/AcE2" (OL1598), ace24/ACE2" (OL1597) ace2A/ACE2" ACE2Y:RPI10
(OL1171) y ace2A/ACE2" ACE2M-AZn::RP10 (OL1191) tras 3,5 horas de induccion
de la filamentacién. Los datos son la media de 2 experimentos individuales, en
que ambas poseen un alto contenido en GIn los que se indica la desviacion estandar.

en C. albicans en los dominios C y D podria

una peculiaridad de estas dos regiones es
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Figura 46. Comparacién de las secuencias de Ace2 en C. albicans y S. cerevisiae. En la parte superior se muestra un esquema con las
regiones identificadas en ScAce2 y su posible correspondencia con la secuencia de Ace2 en C. albicans. Se indican los porcentajes de similitud
en cada region. La parte inferior muestra el alineamiento de las secuencias de ambas proteinas, en las que se han marcado las distintas
regiones de ScAce2. Los posibles sitios de fosforilacién se indican con cajas rojas (Cbk1-Mob2) o verdes (sitios CDK completos).

(21,5 y 22%, respectivamente), Pro (17,2% y 11.1%) y Asn (9,1% y 12,8%) y forman una regidén con estructura

secundaria no regular (“Non-Regular Secondary Structure” o NORS).

Para tratar de profundizar en el estudio del mecanismo por el que Ace2" regula al anillo de septinas en hifas, se

decidié hacer un andlisis de las regiones de esta proteina necesarias para esta funcién. Para ello, se construyeron
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distintos truncamientos de Ace2" en los que se eliminaban progresivamente distintas regiones de la proteina
(Fig. 47). Para estas construcciones se utilizé el mismo sistema de integracion en el locus RP10 descrito en el
apartado anterior, y todas ellas se integraron en la cepa heterozigdtica carente de Ace2V (ace2A/ACE2"). La
expresion de estas versiones de Ace2V fue comprobada mediante Western blot. Una vez comprobado que las
distintas versiones de la proteina Ace2" se expresaban, las cepas se incubaron en condiciones de induccién de
la filamentacion durante 3,5 horas, se tifieron con calcofldor y se observaron al microscopio para determinar el
porcentaje de cuerpos separados. Los resultados obtenidos mostraron que los porcentajes de separacién celular
en hifas de la construccion que eliminaba las regiones E y F (Ace2M-ABCD) era similar a la obtenida previamente
cuando se insertaba en el locus RP10 la proteina Ace2" sin los dedos de Zn (Ace2M-AZn), y un porcentaje similar se
observé cuando se analizé la cepa que contenia Unicamente los dominios Ay B (Ace2M-AB) (Fig. 47). Sin embargo,
la cepa que expresaba sélo el dominio A (Ace2V-A) era incapaz de complementar el defecto. Estos resultados
parecen indicar que la region B es necesaria para la funcién de Ace2™ en la regulacién de la separacion celular
de las hifas. Para comprobar esta observacién, se construyd otra version de la proteina en la que se eliminé
Unicamente el dominio B (Ace2M-AB). Cuando se analizd esta cepa, se observé que el porcentaje de separacion
era similar al observado en la cepa portadora de Ace2V-A y al mutante carente de la forma de membrana Ace2.
Por tanto, estos resultados sugieren que la regién B de la proteina es necesaria para la funcién de la forma de

membrana durante la filamentacion.

3.2.9 Ace2My Ace2" interaccionan con el complejo Cbk1-Mob2.

El hecho de que la regidon B fuera necesaria para la inhibir la separacidn celular en las hifas resultaba interesante,
pues trabajos previos indicaban que la region B de la proteina de S. cerevisiae esta implicada en la interaccion
de Ace2 con el complejo Cbk1-Mob2 (Brace et al., 2011). Teniendo en cuenta el papel de Cbk1-Mob2 en la
regulacion de la separacidn celular mediante la activacion de Ace2 y considerando que esta regién es una de las
mejor conservadas entre las proteinas de S. cerevisiae y C. albicans, cabia la posibilidad de que también fuera la
region necesaria para la interaccion Ace2-Cbk1-Mob2 en C. albicans. Para comprobar si Cbk1-Mob?2 interaccionan

especificamente con la forma de membrana de Ace2, se realizaron ensayos de co-inmunoprecipitacion. Para ello,
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Figura 47. Estudio de las regiones de Ace2™ necesarias para inhibir la separacion celular en hifas. A la izquierda se muestra un esquema
de las versiones truncadas de Ace2" generadas, que fueron insertadas en el locus RP10 bajo el control del promotor MET3. La grafica de la
derecha representa la cuantificacién de cuerpos separados observados en los filamentos de las cepas ace2A/ACE2" ACE2::RP10 (OL1170),
ace2D/ACE2" ACE2V-AZn::RP10 (OL1191), ace2A/ACE2" ACE2M-ABCD::RP10 (OL1874), ace2A/ACE2" ACE2V-AB::RP10 (OL1716), ace2A/ACE2"
ACE2V-A::RP10 (OL1714) y ace2A/ACE2" ACE2V-AB::RP10 (OL1876). Con lineas de discontinuas se indican los porcentajes observados en la
cepa silvestre (BWP17) y en el mutante ace2A/ACE2" (OL1598).
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Figura 48. Ace2V interacciona con el complejo Cbk1-Mob2.
Ace2-HA - - - + - - Extractos proteicos de células creciendo en forma de levaduras
PMET3-Ace2"-HA - + - - + - de las cepas CBK1-myc (OL1519), pMET3-ACE2"-HA (OL1111),

PMET3-ACE2V-HA (0OL1203), ACE2-HA CBK1-myc (0OL1719),
PMET3-Ace2"HA PMET3-ACE2V-HA CBKI-myc (OL1722) y PMET3-ACE2"-HA
Cbk1-Myc + - - + + + CBK1-myc (0L1994) fueron inmunoprecipitados usando
anticuerpos anti-HA. Las muestras fueron separadas por SDS-

)
)
+
'
'
+

Anti-HA PAGE y analizadas con anticuerpos anti-HA y anti-myc.
IP
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se etiquetd a Cbk1 con el epitopo myc en una cepa ACE2-HA (marcada en su locus nativo y con su promotor) y
en las cepas que contenian cada una de las proteinas de Ace2 marcadas con HA bajo el control del promotor
MET3 insertadas en el locus RP10. Como control del experimento, se usé una cepa que contenia Unicamente
CBK1-myc. Las distintas cepas se pusieron a crecer en forma de levaduras, se prepararon extractos proteicos y
se inmunoprecipitaron con anticuerpos anti-HA. Las proteinas inmunoprecipitadas fueron separadas en geles de
acrilamiday analizadas mediante Western blot con anticuerpos anti-HA o anti-myc. Cuando se analizé la presencia
de Cbk1 en los inmunoprecipitados, se comprobd que estaba presente en las cepas que sobreexpresaban Ace2"
y Ace2V, asi como en la cepa que contenia Ace2 en su locus nativo (Fig. 48). A pesar de que en el control
negativo también se observaron bandas correspondientes a Cbkl, la intensidad de la sefial en las cepas que
sobre-expresaban de las dos formas de Ace2 era superior, especialmente en la forma de membrana. Estas
observaciones parecerian indicar que las dos formas de Ace2 son capaces de interaccionar con el complejo

Cbk1-Mob2 en las condiciones ensayadas.

3.2.10 Ace2 no es necesaria para la correcta localizacion de Gin4 en el septo.
Teniendo en cuenta que la quinasa Gin4 regula la organizacién del anillo de septinas (Wightman et al., 2004) y que

en la cepa mutante ace2A/A

el anillo de septinas esta ACE2 ace2A/A

desorganizado, se planteo
la posibilidad de que
Ace2 pudiera regular la
organizacion del anillo
de septinas en hifas a
través de esta quinasa.
Con el fin de realizar una
primera aproximacion para
comprobar si esta hipotesis
era correcta, se decidio

analizar si la localizacién de

estaquinasa estabaalterada
Figura 49. Localizacion de Gin4-GFP en condiciones de miceliacidn. Células en fase estacionaria de las
en la cepa GCEZA/A' Para cepas OL1484 (ace24/A GIN4-GFP) y ACE2 GIN4-GFP (OL1483) se incubaron en presencia de suero fetal
ello, se fusiond la secuencia bovino a 37°C durante 180 minutos. Las imagenes son la proyeccién maxima de 10 planos adquiridos
cada 0,4 um y muestran la fluorescencia de Gin4-GFP (verde) y la tincidn de calcoflior (rojo). Barra de
de la GFP al extremo 3’ del escala, 5 um.
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gen GIN4 tanto en un fondo silvestre como en el mutante carente del gen ACE2. Una vez comprobada la correcta
integracion de la GFP, se analizd la localizacidn de la proteina Gin4-GFP en las hifas. Como puede observarse en la
Figura 49, la regulacion espacial de Gin4 no parece estar alterada en la cepa carente de Ace2, ya que esta quinasa
se localiza en los anillos en ambos fondos genéticos. Por tanto, estos resultados preliminares parecen indicar que
Ace2 no es necesario para la localizacidn de esta quinasa en los septos, aunque serd necesario comprobar si la

actividad quinasa es la misma en ambas cepas.
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4.1 EL LOCUS ACE2 DE C. albicans PRESENTA UNA COMPLEJA ESTRUCTURA

Los resultados previos del grupo comentados anteriormente apuntaban a que el cambio en la dinamica del anillo
de septinas era una sefial necesaria en la ruta que regula la inhibicién de la separacién de las hifas. Cuando se
analizé la dinamica del anillo de septinas en el mutante ace2A/A para confirmar que Ace2 se encontraba por
debajo de las septinas en esta ruta, sorprendentemente se encontré que la dinamica era similar a la del mutante
sep7A/A, en lugar de ser como la de la cepa silvestre. Esta observacion ponia de manifiesto la existencia de
un bucle de retroalimentacién en la regulacién, de tal manera que las septinas son necesarias para inhibir la
separacion en hifas, pero al mismo tiempo Ace2 participa en la conversion del anillo de septinas al HSS. El hecho
de que la actividad transcripcional de Ace2 no fuera necesaria para regular las septinas descartaba la explicacién
mas sencilla, que Ace2 controlara la expresion de algiin gen (o genes) cuyo producto fuera el regulador directo
del cambio en la dindmica de las septinas, e indicaba que dependia directamente de alguna de las regiones
de la proteina Ace2 excepto de los dedos de Zinc. El analisis de la secuencia de aminoacidos de la proteina
Ace2 depositada en las bases de datos CGD (http.//www.candidagenome.org/) o CandidaDB (http://genolist.
pasteur.fr/CandidaDB/) revelé una peculiaridad en el extremo N-terminal de esta proteina en comparacion con
los ortélogos presentes en otros hongos y levaduras, y es que en C. albicans |la secuencia era 54 aminoacidos
mas larga que en el resto de las especies analizadas (Fig. 23). Dentro de esta region también estaba anotada
en las bases de datos una posible regién transmembrana (TM, residuos 15-40), y en una busqueda informatica
de posibles sitios de fosforilacién de la Ndr quinasa Cbk1 (H-X-R-R-X-[S/T]) (Mazanka et al., 2008) se encontré
una posible diana entre los aminoacidos 44 y 49 (HSFRST). Estas dos caracteristicas, especialmente la presencia
de una regién TM, diferenciaban a la proteina CaAce2 del resto de sus ortdlogos, incluyendo S. cerevisiae, en
los que no se ha detectado ninguna region con estas caracteristicas. De hecho, la presencia de un dominio TM
en un factor de transcripcidn plantea la cuestiéon de cdmo podria entrar en el nicleo estando unido a alguna
membrana celular. Una posibilidad seria que inicialmente Ace2 se sintetizara como una proteina de membrana
y que bajo determinadas condiciones o en un momento concreto del ciclo celular sufriera un procesamiento
proteolitico que liberara a la proteina de la membrana y permitiera su entrada al nicleo. De hecho, existen
ejemplos en otros organismos, especialmente en plantas, de factores de transcripcién unidos a membranas
que en condiciones de estrés se procesan y activan la transcripcion de grupos de genes especificos (revisado en
Chen et al., 2008; Seo et al., 2008). Alternativamente, podria ocurrir que esta region no estuviera presente en
la proteina, siendo Unicamente un problema de anotacidn de las bases de datos. Esta posibilidad se basaba en
el hecho de que existe una segunda metionina en la misma fase de lectura que se alinea perfectamente con el
inicio de traduccion del resto de los ortélogos, que podria ser el inicio de la proteina si el primer ATG no estuviera

presente en el mRNA.

Es por ello que se disefid un conjunto de experimentos encaminados a comprobar si el ATG1 estaba presente
en el mMRNA y tratar de determinar el punto de inicio de la transcripcién del gen ACE2, mediante técnicas como
RACE, RT-PCR y gRT-PCR. Los resultados mostraron que ACE2 se transcribe dando lugar a varios mensajeros
distintos, cuyas abundancias relativas varian en funcidn del patrén de crecimiento. Existen tres posibles puntos
de inicio de la transcripcion situados entre el ATG1 y el ATG2, en las posiciones -56, -84 y -112 (considerando
como +1 la A del ATG2; Fig. 26), por lo que en estos tres mRNAs el primer AUG es el correspondiente al ATG2 y al
traducirse darian lugar a la misma proteina, similar en tamafio a la del resto de los ortélogos (se ha denominado
a esta forma Ace2 por su localizacion y funcidn). Adicionalmente, también se identificé otro posible punto de
inicio de la transcripcion en posicién -411, lo que genera un mensajero mucho mas largo que los anteriores y que

contiene el ATG1 en su secuencia, por lo que su traduccidn podria dar lugar a otra forma proteica que contiene el
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dominio TM (Ace2V). La presencia de multiples sitios de inicio de transcripcion podria deberse al hecho de que
ACE2 no se hayan detectado cajas TATA, que son las que regulan el anclaje de la RNA polimerasa Il al promotor
de los genes (Vannini y Cramer, 2012). Mediante determinaciones cuantitativas de la cantidad de los distintos
MRNAs se comprobd que las abundancias relativas de las dos poblaciones varian en las distintas morfologias de
C. albicans. Asi, la cantidad del mRNA largo (el que comienza en posicion -411) aumenta durante el proceso de
filamentacién, pasando de representar un 6% del total de los transcritos de ACE2 en levaduras al 24% en hifas.
Esto podria indicar que la proteina que se traduce a partir de dicho mensajero es mas importante durante este

estado morfoldgico.

Cuando se analiza la secuencia de ACE2 depositada en la base de datos CGD, la situacidén se complica ain mas,
pues el locus ACE2 es heterocigdtico, ya que el promotor de uno de los dos alelos contiene un transposén de
la familia kahu (el LTR asociado con el transposén Tcal5) (Goodwin y Poulter, 2000). Cuando se comparo la
secuencia de DNA de los distintos clones obtenidos por RACE con las secuencias gendmicas, se comprobd que
los tres puntos de inicio de la transcripcion que corresponden al mRNA corto estan presentes en los dos alelos
(Fig. 50A). Por el contrario, el extremo del mRNA largo corresponde especificamente al alelo que contiene el
transposén kahu. Estos resultados parecen indicar, por tanto, que la transcripcion de la forma larga es especifica
de uno de los alelos, y apuntan a la posibilidad de que la insercion del transposdn haya creado un promotor
alternativo que altera la expresion génica, produciendo una nueva forma de mRNA que no existia originalmente
en este locus. Sin embargo, experimentos preliminares de qRT-PCR utilizando cepas heterocigoticas en las que se
ha delecionado cada uno de los dos alelos independientemente indican que ambas formas de mRNA se detectan
en las dos cepas (datos no mostrados). Por tanto, cabe la posibilidad de que el punto de inicio de la transcripcién
identificado en -411 no sea el Unico extremo del mRNA largo, y que existan otras formas adicionales (que
contengan el AUG1 y se expresen desde ambos alelos) que no hayan sido clonadas en los ensayos de RACE
realizados. Sera necesario confirmar de forma inequivoca si el mRNA de mayor tamafio se produce a partir de

los dos alelos o Unicamente a partir del alelo kahu-ACE2.

Otra observacion interesante cuando se analiza la regién 5°-UTR del mRNA largo clonado es que existen 5 AUGs
adicionales antes del inicio de traduccion propuesto para la proteina Ace2V (el denominado AUG1). Desde
que en 1989 Marilyn Kozak propuso el modelo de “scanning” para el inicio de la traduccidn, es ampliamente
aceptado que la presencia de AUGs adicionales en la regiéon 5°-UTR del mRNA reduce o impide la traduccién
de otros AUGs situados después de él. Esto se debe a que, segln este modelo, la subunidad 40S del ribosoma
se une al extremo 5 del mRNA y avanza en direccidn 3" hasta encontrar el primer AUG, momento en el que se
ensambla sobre ella la subunidad 60S y comienza la traduccion (Kozak, 1989). Es por ello que, por norma general,
las fases de lectura que se encuentran antes del inicio de traduccion de una proteina (denominadas uORFs, por
“upstream Open Reading Frames”) impiden o reducen considerablemente su traduccion. Sin embargo, existen
mecanismos alternativos menos comunes que permiten la traduccion de mensajeros que contienen UORFS
(revisado en Hellen y Sarnow, 2001; Kelen et al., 2009; Kozak, 2002; Kozak, 2005). Uno de ellos es el denominado
reiniciacidén, cuyo ejemplo mejor conocido es el del factor de transcripcién GCN4 de S. cerevisiae. Gen4 controla
la expresion de un numeroso grupo de genes implicados en la biosintesis de aminodcidos, y su traduccion en
condiciones de crecimiento en las que hay abundancia de aminoacidos en el medio de cultivo estd reprimida
por la presencia de 4 uORFs presentes en el mRNA (revisado en Hinnebusch, 1997; Hinnebusch, 2011). En estas
condiciones, las UORFS actian como una barrera que impide a las subunidades 40S alcanzar el codén de inicio
de GCN4, ya que los ribosomas traducen el uORF1 y posteriormente reinician en el uUORF3 o uORF4. Sin embargo,

en condiciones en las que hay limitacidn de aminoacidos, la quinasa Gen2 fosforila la subunidad a del factor de
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inicio de la traduccion 2 (elF2a) en la Ser51 y esto produce una reduccién en la cantidad del complejo ternario
(elF2a-tRNAMe-GTP) disponible para el inicio de la traduccidn, permitiendo a los ribosomas que han traducido el
UORF1 reiniciar la traduccion en el AUG de GCN4. Por tanto, en condiciones en la que la tasa global de traduccion
de la célula se reduce, se produce un aumento de la traducciéon de GCN4, lo que activa la expresién implicados

en la biosintesis de aminodcidos y su sintesis intracelular.

En el caso de ACE2 de C. albicans, podria también ocurrir que la presencia de los 5 uORFS fuera necesaria para
regular la traduccién de la forma Ace2™ en determinadas condiciones. Sin embargo, el mecanismo de regulacion
debe ser diferente del descrito para GCN4, ya que no es légico pensar que la abundancia de aminoacidos regule la
traduccion de Ace2M, puesto que Ace2 no controa la expresidn de genes biosintéticos de aminoacidos. Ademas,
la estructura de los UORFs presentes en GCN4 y en ACE2" es completamente diferente (Fig. 50B). Asi, mientras
que en GCN4 las uORFS son pequeiias y codifican cada una de ellas para 2-3 aminoacidos Unicamente (y esto es
esencial para permitir la reiniciacion de la traduccidn), las 5 UORFS de ACE2 codifican para péptidos mayores,
de entre 2 y 40 aminoacidos (UORF3 y uORF1, respectivamente). Por ello, es improbable que el mecanismo de

reiniciacion regule la traduccidén de ACE2M.

Un segundo mecanismo para traducir mRNAs que contienen uORFs es el denominado “leaky scanning”. En
aquellos casos en los que el primer AUG se encuentra en un contexto que no favorece la iniciacion de la

traduccién y el segundo (o a veces el tercero)
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Figura 50. A Esquema representativo de los alelos kahu-ACE2 y ACE2
del locus ACE2 de C. albicans. Se representa a escala la posicion del
transposén kahu (negro), el ATG1 y ATG2 de ACE2 (circulo blanco y gris,
respectivamente) y la posicion de los sitios de inicio de la transcripcion

El tercer mecanismo es conocido como “ribosome

shunting” y ocurre en aquellos casos en los que
existen estructuras secundarias fuertes en el
MRNA que detienen el escaneo de los ribosomas.
Estas estructuras secundarias permiten que el
ribosoma “salte” de un extremo a otro de la
estructura secundaria y omita los posibles AUGs

presentes en esa regidn. Este mecanismo es tipico

identificados (tridngulos verdes). Debajo de cada alelo se indican los mRNAs
que se transcribirian a partir de cada uno de ellos. Para la numeracion,
se ha considerado como +1 la A del ATG2. Por simplicidad, de la ORF de
ACE2 se han representado Unicamente los primeros 300 nucleétidos. B.
Esquema representativo de la estructura del mRNA largo de ACE2, en el
que se indica la posicion del AUG1 y AUG2, asi como los 5 AUGs adicionales
presentes en la region 5 -UTR (circulos rojos). Debajo se muestran las fases
de lectura que dan lugar cada uno de estos AUGs, junto con su nimero de
aminoacidos. De nuevo, se ha representado Unicamente la extremo 5°del
mRNA. Para comparacidn, se muestra debajo la estructura de la region 5'-
UTR del mensajero de GCN4 de S. cerevisiae.
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de RNAs virales, como el virus del mosaico de la colifor (CaMV) (Futterer et al., 1993). Dado que el extremo 5” del
mMRNA largo de ACE2 corresponde a la secuencia del LTR de transposon kahu, este podria ser un mecanismo que

ocurriera en el caso de ACE2Y, aunque no se ha analizado la estructura secundaria del mRNA.

Finalmente, existe otro mecanismo para traducir mRNAs que poseen uORFs, y es la presencia de sitios de entrada
interna de ribosomas (“Internal Ribosome Entry Sites” o IRES) (revisado en Hellen y Sarnow, 2001). Estos sitios se
localizan en laregion 5°-UTR del mRNAy permiten la traduccidon de mensajeros de forma independiente del “cap”.
Los RNAs que contienen IRES no estan controlados por los mismos mecanismos que regulan el reclutamiento
de la mayoria de los mRNAs al aparato traduccional. Este es un mecanismo relativamente corriente en RNAs
procariotas y virales, aunque también existe en células eucariotas. Es interesante que muchos de los ejemplos
conocidos de mRNAs con IRES en eucariotas son genes que codifican para factores de crecimiento (como el factor
de crecimiento 2 de fibroblastos FGF2, el factor de plaquetas PDGF/c-sis o el factor de crecimiento endotelial
vascular VEGF), factores de transcripcion (Antennapedia, Ultrabithorax o la proteina con homeodominios Gtx),
oncogenes (c-myc o Pim-1) o activadores de apoptosis (el factor activante de la proteasa apoptdtica Apaf-1).
En muchos de estos casos, el aumento de la traduccidén de estos RNAs se correlaciona con condiciones en las
que la traducciéon general dependiente del “cap” se inhibe. Este mecanismo podria operar en la traduccion del
mensajero mayor de ACE2, aunque el hecho de que no exista un consenso para identificar los IRES y de que
las caracteristicas estructurales de estos elementos en células eucariotas sean ampliamente desconocidas no

permite afirmarlo.

4.2 C. albicans POSEE DOS FORMAS DE LA PROTEINA Ace2 CON PROPIEDADES DISTINTAS.

El hecho de que en C. albicans el gen ACE2 se transcriba en dos poblaciones de mRNA y una de ellas contenga el
inicio de traduccidn que da lugar a una proteina con una posible regién transmembrana plantea seriamente la
posibilidad de que en la célula existan dos isoformas diferentes de Ace2 con diferente localizacién. De hecho, la
produccion de dos proteinas diferentes a partir de un Unico gen por el uso de puntos alternativos de inicio de la
transcripcién es comun, como ocurre en el gen SUC2 de S. cerevisiae. A partir de SUC2 se producen dos formas de
invertasa diferentes que difieren por la presencia de una secuencia sefial de secrecién en una de ellas. La forma
intracelular se produce de forma constitutiva, mientras que la extracelular que contiene la secuencia sefial estd
regulada por fuente de glucosa (Carlson y Botstein, 1982; Perlman et al., 1984). Por ello, el siguiente objetivo
de trabajo que se planted fue el comprobar experimentalmente si las dos formas estaban presentes en la célula
y, en caso afirmativo, realizar una caracterizacion bioquimica de ellas. A pesar de las multiples aproximaciones
experimentales utilizadas para tratar de detectar la presencia de Ace2M en cepas que expresan esta proteina con

el promotor nativo de ACE2, ninguna de ellas ha resultado positiva ni en levaduras ni en hifas.

Existen varias posibilidades que pueden explicar este hecho. En primer lugar, Ace2V podria ser una proteina muy
inestable y de vida media corta. Sin embargo, a pesar de que no se ha analizado directamente la estabilidad de la
proteina, los experimentos realizados utilizando el promotor pMET3 indican que la cantidad de Ace2™ observada
tanto en hifas como en levaduras es similar (o incluso ligeramente superior) a la observada en las cepas que
sobreexpresan Ace2". Otra posibilidad es que al tener un posible dominio transmembrana, las condiciones
utilizadas para su solubilizacién no hayan sido las correctas a pesar de haber probado varias alternativas, algunas
de las cuales son capaces de solubilizar proteinas con mas de un dominio TM como Pma1. Sin embargo, el hecho
de que en la cepa pMET3-ACE2™ se detecte en condiciones similares a las usadas para Ace2" descarta esta

posibilidad. Otra alternativa es que Ace2™ sea una proteina que se expresa (o se traduce) en un momento muy
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concreto del ciclo celular, lo que unido a que el RNA mensajero largo representa un porcentaje bajo del RNA total
de ACE2, resultaria en que no sea facilmente detectable en cultivos asincrénicos como los que se usaron para la

caracterizacién bioquimica de la proteina.

Sin embargo, una hipdtesis mas plausible en vista de la existencia de 5 UORFs en la region 5°-UTR del mensajero
largo y de lo discutido en el apartado anterior, es que la traduccion de este mensajero sea ineficiente u ocurra bajo
condiciones muy concretas que no ha sido posible determinar. De hecho, cuando se sustituye el promotor nativo
por el promotor pMET3, es posible detectar la proteina Ace2" sin problemas. En este caso, la sustitucidn de un
promotor por otro no solo aumenta el nivel de expresién del gen, sino que cambia completamente la secuencia
y estructura de la regién 5°-UTR del mensajero, eliminando al mismo tiempo los 5 uORFs, por lo que ademas de
aumentar la cantidad del mRNA que contiene el AUG1, también aumentaria su traduccion al eliminar la barrera
traduccional que suponen los UORFS. Es evidente que serd necesario realizar una confirmacion experimental de
esta hipdtesis y comprobar si los UORFS desempeiian algun papel en la regulacion de la traduccién del mRNA
largo. Sin duda alguna, un experimento que podria aportar importante informacion sobre este aspecto es la
generacion de una cepa que contenga mutaciones puntuales en los AUGs de los 5 uORFs, eliminando de esta
manera la posible barrera que suponen para los ribosomas, para comprobar si la traduccién de Ace2™ aumenta

en esta cepa.

Debido a la imposibilidad para detectar la proteina Ace2™ a partir de su propio promotor, se utilizaron las cepas
que expresan ambas formas a partir del promotor pMET3 para realizar una caracterizacion bioquimica de las
proteinas, asumiendo que silatraduccidon comienza en el mismo AUG, las propiedades de las proteinas sintetizadas
deben ser idénticas. Utilizando este sistema de sobreexpresidn, se pudo comprobar que las formas Ace2M y
Ace2" presentan caracteristicas diferentes en cuanto a movilidad electroforética, sedimentacién en gradientes
de sacarosa o nivel de fosforilacidén. Estos experimentos, junto con las observaciones microscépicas de la
localizacién de las proteinas con su promotor nativo o en sobreexpresidn, indican claramente que son dos formas
con propiedades completamente distintas. Asi, la forma corta que comienza en la Met2 parece corresponder a
la proteina nuclear que en los ortélogos de otros organismos funciona como factor de transcripcién, ya que
se localiza en el nucleo de la célula y fracciona con un marcador nuclear en gradientes de sacarosa, por lo que
se denomind Ace2". Por el contrario, la forma que se traduce a partir del AUG1 presenta una localizacién y
sedimentacion completamente diferentes, lo que indica que los 54 aminoacidos adicionales presentes en esta
proteina modifican sus propiedades. El hipotético dominio transmembrana anotado en las bases de datos parece
ser funcional en Ace2™, ya que esta proteina localiza “in vivo” como un patrén citoplasmico punteado que podria
corresponder a algun tipo de vesiculas intracelulares y en gradientes de sedimentacidén parece estar asociado
mayoritariamente a las fracciones donde localizan otros compartimentos de membrana, como marcadores del
aparato de Golgi. El hecho de que cuando se clonan estos 54 aminodcidos delante de un gen heterélogo como
GFP altere el patrén de localizacidn de la proteina de fusion resultante y ésta se localice en reticulo endoplasmico
y vesiculas confirma claramente que el posible dominio TM de Ace2 es funcional y capaz de dirigir a una proteina

heterdloga a la ruta secretora.

Los resultados de las observaciones de la localizacidon de las distintas proteinas mediante microscopia de
fluorescencia confirman los datos bioquimicos y demuestran que las dos formas de Ace2 presentan localizaciones
subcelulares diferentes, una de ellas asociada a membrana. Durante los Ultimos afios se ha puesto de manifiesto
que la existencia de factores de transcripcion unidos a membranas (“Membrane-Tethered Transcription Factors”

o MTTFs) es un mecanismo frecuente en diversas rutas de sefializacion que controlan diversas respuestas
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celulares (revisado en Lal y Caplan, 2011; Slabaugh y Brandizzi, 2011; Urban, 2009). En estos casos, los
factores de transcripcidn se sintetizan como precursores con uno o varios dominios transmembrana, por lo que
se mantienen en un estado inactivo debido a su asociacion a membranas intracelulares. Bajo ciertas condiciones,
se produce un procesamiento proteolitico controlado que libera la forma activa que entra en el ndcleo y activa
la transcripcion de grupos de genes concretos. Se ha propuesto que el procesamiento controlado de los MTTFs
y su liberacién de la membrana es una estrategia adaptativa que permite una respuesta transcripcional rapida
ante cambios ambientales. Los MTTFs se activan por dos mecanismos diferentes. El primero se regula por
ubiquitinacién y degradacion por el proteasoma (conocido como RUP, por “Regulated Ubiquitin/proteosome-
dependent Processing”). Por ejemplo, el factor de transcripcion Spt23/Mga2 de S. cerevisiae se procesa por esta
ruta. Spt23/Mga2 regula la expresidn del gen OLE1, que codifica la enzima que participa en la biosintesis de
acidos grasos insaturados. Se sintetiza como un precursor asociado a la membrana del reticulo endopldsmico,
donde permanece hasta que se necesitan acidos grasos insaturados, momento en el que se procesa y entra en
el nucleo (Hoppe et al., 2000; Murakami et al., 2006). El segundo mecanismo de liberacion de la forma activa
es protedlisis intramembranal regulada (“Regulated Intramembrane Proteolysis” o RIP), mediada por proteasas
integrales de membrana. Este es el caso, por ejemplo, del factor OASIS de humanos, que forma parte de la respuesta
a proteinas mal plegadas en el RE (“Unfolded Protein Response” o UPR). OASIS esta asociado a la membrana del
RE y se activa cuando se acumulan proteinas mal plegadas en el RE por un procesamiento proteolitico que ocurre
dentro del dominio transmembrana por dos proteasas integrales de membrana (Hoppe et al., 2000; Murakami et
al., 2006). Los MTTFs también son importantes en plantas, donde median distintas rutas de respuesta a estrés,
por lo que parecen ser esenciales para la adaptacién a estrés (Chen et al., 2008; Seo et al., 2008). En todo caso,
todos los ejemplos conocidos de MTTFs constituyen un mecanismo para mantener secuestrada la actividad
transcripcional hasta que es necesaria para desencadenar una respuesta rapida a condiciones cambiantes.
Sin embargo, este no parece ser el caso de Ace2 en C. albicans, ya que no se han encontrado evidencias que
induzcan a pensar que Ace2V se procese y actlie como factor de transcripcion. Asi, el fenotipo de las cepas
que contienen Unicamente Ace2V es idéntico al del mutante ace2A/A, formando grupos de células incapaces
de separarse (indicando una ausencia de actividad transcripcional), y no hemos encontrado condiciones que
induzcan la separacion (distintos medios o temperaturas) en esta cepa. Adicionalmente, en células que contienen
PMET3-Ace2™ no se ha detectado ningln fragmento de menor tamafio ni en células de levaduras ni en hifas
(incluso tras 6 horas de induccidn de la filamentacion, datos no mostrados) que pudiesen sugerir la existencia de
un procesamiento proteolitico de la proteina Ace2M. Estas dos observaciones conducen a pensar que la funcion
de Ace2 no es mantener a la forma con actividad transcripcional secuestrada en la membrana hasta que se

necesite, sino que parece ser diferente a las descritas para otros MTTFs.

4.3 FUNCIONES DE LAS DOS FORMAS DE Ace2 EN LOS DISTINTOS ESTADOS MORFOGENETICOS.

Como se ha comentado anteriormente, durante la filamentacién de C. albicans parece existir una correlacién
directa entre el cambio en la dindmica del anillo de septinas y la inhibicién de la separaciéon celular (Gonzalez-
Novo et al., 2008). El objetivo inicial de la presente Memoria era estudiar la regulacion de la separacion celular
en las hifas de C. albicans, especialmente la participacién del factor de transcripcion Ace2 en este proceso. Para
confirmar que Ace2 se encontraba regulado por la dindmica del anillo de septinas, se analizd la dindmica del
anillo en el mutante ace2A/A. Sorprendentemente, los resultados mostraron que las septinas y el factor de
transcripcion Ace2 forman una red que se regula mutuamente, ya que mientras que las septinas son necesarias
parainhibir la separacion celular en hifas, Ace2 controla la transicién del anillo de septinas a la forma especifica de

hifas. También se ha demostrado que la regulacién de las septinas no depende de la actividad transcripcional de
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la proteina Ace2, ya que en un mutante carente de los dedos de zinc (Ace2-AZn) la dinamica del anillo era similar
a la de hifas silvestres. La identificacion de dos formas diferentes de Ace2, una de ellas asociada a membranas,
ofrecia una posible explicacion a este mecanismo, ya que al existir dos formas diferentes, las funciones de cada
una de ellas podrian ser distintas. El analisis detallado de los fenotipos de cepas que contenian solamente una
de las dos formas de Ace2 (generadas mediante mutagénesis puntual de cada uno de los ATGs) ha permitido
confirmar que cada proteina desempefia una funcién diferente, con mayor o menor relevancia, dependiendo de

la forma de crecimiento del hongo. A continuacidn se discutird en detalle cada una de estas funciones.

4.3.1 Funcién de la forma nuclear de Ace2.

En S. cerevisiae, Ace2 regula la expresion de la quitinasa Cts1 y otras glucanasas y proteinas implicadas en la
separacidn celular, las cuales se secretan a la zona del septo desde la célula hija (Baladrdn et al., 2002; Colman-
Lerner et al., 2001). Los mutantes carentes de Ace2 en S. cerevisiae forman grupos de células incapaces de
disolver el septo de separacion entre las células madre e hija. En C. albicans, el fenotipo del mutante ace2A/A es
similar al de S. cerevisiae (Kelly et al., 2004). El analisis de fenotipo de la cepa ace2A/ACE2" (carente por tanto de
la forma nuclear) mostré que el fenotipo era idéntico al del mutante ace2A/A durante el crecimiento en forma
de levaduras. Por el contrario, la cepa ace2A/ACE2" no presentd ningulin fenotipo aparente durante esta fase de
crecimiento. Por tanto, estos resultados indican claramente que Ace2" es la forma que funciona como factor
de transcripcién en C. albicans, mientras que la forma de membrana no parece desempefiar ninguna funcién

esencial en levaduras.

Como se ha comentado en la Introduccidn, en S. cerevisiae la acumulacion nuclear de Ace2 estd estrictamente
regulada temporal y espacialmente, de tal manera que se acumula Unicamente en el nucleo de la célula hija
durante la transicion M/G1 (Mazanka et al., 2008; Weiss et al., 2002). Esta regulacion ocurre por diferentes
quinasas que fosforilan distintos sitios en la proteina. La fosforilacién por Cdc28 ocurre en varios sitios, dos
de los cuales se encuentran en el extremo C-terminal detras de los dedos de Zn, donde también se localiza
la sefial de localizacion nuclear (NLS), y se ha descrito que mientras Ace2 esta fosforilada en estos sitios, su
entrada en el nucleo esta bloqueada. Ademas, también existen dos sitios de fosforilacion por Cbk1-Mob2 cerca
del extremo N-terminal que flanquean la sefial de exportacién nuclear (NES), de tal manera que la fosforilacién
de estos sitios bloquea la exportacidn de la proteina y permite su acumulacién en el nucleo de la célula hija.
En C. albicans, la forma nuclear también presenta un alto grado de fosforilacidn, similar a lo descrito para Ace2
en otros organismos como S. cerevisiae o S. pombe (Alonso-Nufiez et al., 2005; Petit et al., 2005; Weiss, et
al., 2002), por lo que es posible que su localizacidn o actividad estén regulados por mecanismos similares. En
C. albicans, al menos parte de este mecanismo parece estar conservado, por lo que la forma Ace2" también
podria tener regulada su acumulacién nuclear en un momento concreto del ciclo. Los dos sitios de fosforilacion
de Cbk1-Mob2 vy el sitio NES son una de las regiones mas conservadas entre las proteinas de S. cerevisiae y C.
albicans (Fig. 46) ademas de los dedos de Zinc, por lo que cabe suponer que, aunque no se ha comprobado
experimentalmente, esta parte del mecanismo esté conservada entre ambas levaduras. De hecho, se ha
comprobado que tanto Ace2" como Ace2 co-inmunoprecipitan con el complejo Cbk1-Mob2. Sin embargo, el
tercer sitio de fosforilacion por Cbk1-Mob2 que existe en Ace2 de S. cerevisiae (5436) y cuya fosforilacion es
importante para aumentar su actividad transcripcional (Mazanka et al., 2008) no estd conservado en C. albicans.
La segunda parte del mecanismo de regulacién de entrada al nucleo parece estar menos conservada. Asi, a pesar
de que existen 7 sitios consenso completos de fosforilacién por Cdc28 en Ace2 de C. albicans, los dos del extremo
carboxilo no estan presentes, y esta region esta menos conservada, por lo que podria ocurrir que la actividad CDK

no sea esencial para regular la entrada en el nucleo sino que desempefie una funcidén diferente en C. albicans. Sera
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necesario comprobar si en C. albicans tanto Cdc28 como la fosfatasa Cdc14 desempefian algun papel en la regulacion
de la entrada de Ace2 en el nucleo.

Por tanto, a pesar de los parecidos entre Ace2 en S. cerevisiae y C. albicans, y de que en ambas levaduras se
acumula de forma asimétrica en el nucleo de la célula hija, es posible que los mecanismos moleculares que
regulan su acumulacién nuclear no sean exactamente idénticos y que existan algunas peculiaridades en cada
organismo. De hecho, en C. albicans Ace2 también es necesario para inducir la expresion de genes que codifican
para enzimas glicoliticas y reprimir los genes de respiracion (Mulhern et al., 2006). Ya que la regulacién de la
glicolisis y respiracién deben ser independientes del ciclo celular, una posibilidad muy interesante es que en C.
albicans no sea la entrada nuclear la que esté estrechamente regulada, sino la unién a determinados grupos de
promotores. Es decir, si la entrada de Ace2 al nucleo fuera independiente de la actividad CDK, o pudiera ocurrir
en cualquier fase del ciclo celular si las condiciones de oxigenacion del medio de cultivo cambian drasticamente,
podria unirse al promotor de los genes implicados en glicolisis/respiracién y activar su transcripcién. Una vez
en el nucleo, durante la transicion M/G1 sélo seria necesario modificar su afinidad por los promotores de los
genes implicados en separacion celular para activar la expresién de este otro grupo de genes, y es muy tentador

especular que esta podria ser la funcién de Cbk1-Mob?2.

Durante lainduccion dela filamentacién, Ace2" no parece desempefiar ningtin papel relevante en la morfogénesis,
ya que los mutantes (ace2A/ACE2M) que carecen de esta isoforma forman hifas similares a las de la cepa silvestre
en todos los pardmetros analizados. Ace2" se localiza en el nicleo de los compartimentos hifales, aunque la
expresion de los genes necesarios para la separacion celular estd inhibida. Esta inhibicion depende tanto del
cambio de la dindmica del anillo de septinas a la forma especifica de hifas como del represor Efgl, que se une a

los promotores de los genes regulados por Ace2 (Gonzélez-Novo et al., 2008; Wang et al., 2009).

4.3.2 Funcidn de la forma de membrana de Ace2.

Una de las caracteristicas morfogenéticas mds importantes de C. albicans es su habilidad para realizar transiciones
morfoldgicas entre levaduras e hifas en respuesta a ciertos estimulos ambientales, fenédmeno que reviste una
importancia critica en la patogénesis del hongo (Odds, 1988). El crecimiento en forma de hifas presenta varias
caracteristicas que lo diferencian del crecimiento levaduriforme. En primer lugar, existe un crecimiento apical
continuo que se ve reflejado en el patrén de polarizacién de la actina, que se concentra en forma de parches
en la punta de la hifa y cables longitudinales que se orientan hacia la punta (Sudbery et al., 2004). Segundo,
durante el crecimiento hifal la separacién de los compartimentos celulares se encuentra inhibida, permitiendo
la formacion de los filamentos septados. Por ultimo, otra peculiaridad de las hifas de C. albicans es que los
anillos de septinas no se desensamblan al terminar la citoquinesis, al contrario de lo que ocurre en levaduras
(Warenda y Konopka, 2002). El analisis de los fenotipos de las cepas que carecian de la forma de membrana
permitié determinar que esta proteina también tiene un papel diferente dependiendo de la morfologia y que
algunas de estas caracteristicas de las hifas dependen de Ace2V. Asi, las levaduras de estos mutantes (ace2A/
ACE2") no presentan diferencias significativas en su morfologia o tasa de crecimiento en distintos medios o a
diferentes temperaturas con respecto a la cepa silvestre. Adicionalmente, la sobreexpresién de Ace2™ usando el
promotor pMET3 no produce ninglun defecto morfoldgico observable. Estos resultados indican que la proteina
de membrana no parece desempenfiar ninguna funcién relevante durante el crecimiento levaduriforme, y esto
concuerda bien con el hecho de que la cantidad de mensajero largo presente en levaduras sea relativamente
baja (alrededor del 8% del total de mRNA). Por el contrario, la cepa que carece de la forma de membrana
presento una serie de defectos morfolégicos durante la induccién de la filamentacion, entre los que se incluyen

un aumento en la distancia a la que se posiciona el primer septo dentro de la hifa, una incapacidad para convertir
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el anillo de septinas a la forma especifica de hifas y, consecuentemente, una activacién de la separacion de los
compartimentos hifales.

Los resultados obtenidos indican que la proteina Ace2V parece desempefiar una funcién importante en la
morfogénesis de las hifas que es independiente de su actividad transcripcional, regulando la dinamica del anillo
de septinas que es necesaria para inhibir la disolucidn del septo. Este mecanismo que ha generado dos formas
de un factor de transcripcion parece ser exclusivo de C. albicans, pues la region adicional presente en el extremo
N-terminal no esta conservada en otros hongos y levaduras (ni en otras especies del genero Candida), lo que
sugiere que ha aparecido recientemente en la evolucidn, quizas como adaptacidn de C. albicans al crecimiento en
nichos especificos. A pesar de ello, Ace2 parece estar relacionado con las septinas en otros hongos y levaduras,
aunque el mecanismo sea diferente. Asi, en S. pombe se ha descrito que Ace2 regula la estabilidad del anillo
de septinas durante la citoquinesis, aunque en la levadura de fision es un mecanismo diferente que implica la
actividad transcripcional de Ace2. En S. pombe, Ace2 controla la expresion de mid2* y activa su transcripcion en
la transicién M/G1, junto con el grupo de genes necesarios para disolver el septo (Alonso-Nufiez et al., 2005;
Petit et al., 2005). Mid2 es una anillina necesaria para la estabilidad del anillo de septinas ortdloga de Bud4 de
S. cerevisiae o Intl de C. albicans (Berlin et al., 2003; Tasto et al., 2003). Adicionalmente, en S. cerevisiae se ha
descrito que la delecion de ACE2 presenta un fenotipo sintético letal cuando se combina con la delecidn de
algunos genes de las septinas o sus reguladores (Costanzo et al., 2010). Asi, de las 77 interacciones genéticas
negativas identificadas en el analisis a escala gendmica para el gen ACE2, dos de ellas corresponden a genes
que codifican septinas (CDC10 y CDC11) y otras cuatro a algunos de sus reguladores, como las quinasas CLA4,
ELM1y GIN4 o RGA1 (el GAP de Cdc42). Estos resultados sugieren que en S. cerevisiae Ace2 podria tener algin
papel en la regulacion del anillo de septinas, funcionando en paralelo o independiente de Cla4, ElIm1, Gind y
Rgal, ya que la eliminacidn de ambas rutas resulta en letalidad sintética. Ninguno de estos genes esta regulado
transcripcionalmente por Ace2, por lo que podria ser que Ace2 en S. cerevisiae también tuviera una funcion
independiente de su actividad transcripcional. Sera interesante comprobar si en C. albicans la delecion de ACE2
también resulta en letalidad sintética cuando se combina con la delecién de los ortélogos de estos genes y si este

efecto es especifico de las proteinas Ace2" o Ace2M.

Todos los resultados obtenidos durante el desarrollo del presente trabajo llevan a proponer un modelo de
regulacion de la dinamica del anillo de septinas y separacion celular durante el crecimiento filamentoso de C.
albicans por parte de Ace2 que se esquematiza en la Figura 51. En este organismo, la transcripcién del gen ACE2
da lugar a dos mensajeros de distinto tamafio, cuya traduccion genera dos formas distintas de Ace2. Una de ellas
se asocia a membranas a través de una regidn transmembrana presente en el extremo amino y se localiza en
algln tipo de vesiculas o compartimentos de membrana, mientras que la otra forma carece de la region TM y
se acumula en el nucleo, funcionando como factor de transcripcién. Durante el crecimiento filamentoso, Ace2M
parece ser un nuevo factor que regula la conversién del anillo de septinas al estado especifico de hifas, junto con
Sep7 y Hgcl descritos previamente. Esta modificacion de la dindmica es esencial para inhibir la separacién de los
compartimentos hifales, por un mecanismo que implica la exclusién de la fosfatasa Cdc14 del septo de las hifas.
En los siguientes apartados se discutiran algunos aspectos relevantes de los fenotipos observados en la cepa
carente de Ace2M durante el crecimiento filamentoso, asi como los posibles mecanismos moleculares implicados

en la transmision de la sefial desde Ace2™ hasta el anillo de septinas y desde el anillo de septinas hasta Ace2".

Ace2M y el posicionamiento del septo. El andlisis de las hifas de las cepas deficientes en Ace2™ mostré que la
distancia entre el primer septo y el cuerpo celular era significativamente superior a la de la cepa silvestre (Fig.

40). Como se ha comentado en la Introduccidn, tras la emergencia del tubo germinativo las septinas se localizan
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en el apice formando una estructura conocida como “cap” que se mantiene hasta que la hifa adquiere una
longitud determinada. En ese momento, parte de las septinas del “cap” quedan ancladas en las paredes laterales
de la hifa y rapidamente se reorganizan para formar un anillo que determina el plano de division donde se
ensamblara el septo que divide el cuerpo del primer compartimento hifal (Gonzalez-Novo et al., 2008; Sudbery
et al., 2004). Sin embargo, poco se sabe de los mecanismos que regulan este proceso y si es una sefial temporal
o espacial la que determina que las septinas queden ancladas en un punto concreto de la membrana. Hasta la
fecha, Unicamente se ha descrito un mutante que durante la filamentacién es incapaz de ensamblar los anillos
de septinas, y es el mutante gin4A/A. En este mutante, las septinas se localizan normalmente en la banda basal
y en el “cap”, pero no forman anillos (Sinha et al., 2007; Wightman et al., 2004). Por tanto, la actividad quinasa
de Gin4 es necesaria para la formacién de los anillos, habiéndose descrito hasta la fecha dos septinas que son

fosforiladas por esta quinasa: Cdclly Sep7.

Gin4 fosforila a Cdc11, pero mutantes no fosforilables de Cdc11 son capaces de ensamblar anillos de septinas
normales, lo que indica que esta fosforilacién no es necesaria para la organizacion del anillo (Sinha et al., 2007).
Mas recientemente se ha demostrado que Gin4 fosforila y se asocia con Sep7, aunque no se han identificado los
residuos de Sep7 que son modificados (Wightman et al., 2004 Li et al. 2012; Wightman et al., 2004). Ademas,
estos Ultimos autores también encontraron que Gin4 tiene funciones que son independientes de su actividad
quinasa que son esenciales para el ensamblaje del anillo de septinas. Por tanto, una posibilidad es que el defecto
en el posicionamiento del septo del mutante que carece de la proteina de membrana dependa de Gin4. El
analisis de la localizacion de Gin4-GFP en el mutante ace2A/A indica esta quinasa se localiza en los anillos de
septinas como en la cepa silvestre, por lo que Ace2 no parece regular su localizacidn. Sin embargo, podria ser
debido a un defecto o retraso en la activacion de Gin4, pero no a un bloqueo completo, ya que el anillo de
septinas acaba por formarse en la cepa carente de Ace2. Para confirmar esta posibilidad, sera necesario analizar

la actividad quinasa de Gin4 durante la filamentacion en este mutante.

Alternativamente, la mayor distancia del primer septo podria ser debida a un retraso temporal del proceso de
ensamblaje del anillo de septinas. Es decir, la ausencia de Ace2 podria producir un alargamiento de alguna de
las fases del ciclo celular, como G2, en comparacidon con la cepa silvestre, por lo que los filamentos podrian crecer
durante mas tiempo antes de que ocurra la seiial que activa la unidn de las septinas a las paredes laterales de
la hifa. Aunque se sabe que en S. cerevisiae una prolongacion de la fase G2 es la responsable de la aparicién de
pseudohifas y de yemas hiperpolarizadas (Kron et al., 1994), en C. albicans se ha demostrado que la elongacion
de la hifa no parece estar regulada por alteraciones en la progresion del ciclo celular (Hazan et al., 2002). Ya que
el correcto ensamblaje de las septinas es la sefial que detecta el “checkpoint” de morfogénesis en S. cerevisiae
(Lew y Reed, 1995), cabria la posibilidad de que la parada del ciclo celular fuera debida a la activacion de este
mecanismo de control mediado por Swel, permitiendo que la hifa siguiera creciendo. Sin embargo, se ha
demostrado que en C. albicans este mecanismo de control esta restringido exclusivamente al crecimiento en
forma de levaduras (Wightman et al., 2004), por lo que tampoco debe ser la causa del aumento en la distancia

del primer septo.

Ace2V, la dinamica del anillo de septinas y la inhibicidn de la separacidn celular. El andlisis de la dinamica del
anillo de septinas en las hifas de la cepa deficiente de Ace2™ mostré que era similar a la de levaduras, ya que
no existia intercambio de Cdc10 con el citoplasma. Como consecuencia, uno de los fenotipos mas aparentes
de las hifas de las cepas que no expresan Ace2 es la activacion de la separacidn celular tras 3,5 horas de

induccion, produciendo un porcentaje elevado (superior al 20%) de cuerpos celulares separados de las hifas
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Figura 51. Modelo de la regulaciéon de la separacién celular en hifas de C. albicans. Las proteinas Hgcl, Sep7 y Ace2" por mecanismos que
aun se desconocen, regulan el establecimiento del estado especifico de hifas del anillo de septinas, caracterizado por el intercambio de
Cdc10 con el citoplasma. Este estado especifico de hifas evita que la fosfatasa Cdc14 se transloque al septo, eliminando asi las sefiales que
activarian a Ace2" presente en el nucleo, con lo que se inhibe la separacidon de los compartimentos celulares de las hifas.

(Fig. 44). El mutante nulo ace2A/A presenta los mismos defectos en la dindmica del anillo de septinas, aunque
en ningun caso se observan cuerpos celulares aislados. Esto se debe a que este mutante carece no sélo de la
forma de membrana, sino también de la forma nuclear que es necesaria para activar la transcripcién de los
genes implicados en separacion. La confirmacidn de que el fenotipo de separacion celular era dependiente de
la ausencia de Ace2M se obtuvo cuando se inserté la construccién pMET3-ACE2M en el locus RP10 del mutante
ace2NJACE2", pues en esta cepa el porcentaje de separacion de las hifas era similar al de la cepa silvestre.
Ademas, la insercidn de una construccion similar que contenia la proteina Ace2M-AZn en el mismo locus también
era capaz de complementar los defectos del mutante, lo que confirma claramente que la actividad transcripcional

no es necesaria para la funcion de Ace2M.

La pregunta que se plantea ahora es ¢Cudl es el mecanismo molecular por el que Ace2 regula la dindmica
del anillo de septinas y su conversion a la forma especifica de hifas? A pesar de que los resultados obtenidos
no permiten responder a esta pregunta con claridad, se pueden plantear varias hipdtesis que necesariamente
deberan ser validadas experimentalmente para comprobar si son ciertas. Todas ellas se centran en proteinas

conocidas, que previamente se ha descrito que controlan la estabilidad y/o la estructura del anillo de septinas.

En primer lugar, un posible candidato es la quinasa Gin4 que recientemente se ha descrito que interacciona
con las septinas y fosforila a Sep7 (Li et al., 2012a). Como se ha discutido anteriormente, la actividad quinasa

|Il

de Gin4 es necesaria para la reorgnizacion de las septinas desde el “cap” a anillos, por lo que la modificacidon
de la dindmica del anillo de septinas dependiente de Ace2™ podria estar mediada por la quinasa Gin4. Ace2V
no es necesaria para la correcta localizacién de Gin4 en los septos, pero podria regular o modular la actividad
quinasa de Gin4 o la funcidon de Gin4 recientemente descrita que es independiente de su actividad quinasa, y

este defecto podria estar relacionado con el defecto de posicionamiento del primer septo.

Otro posible candidato podria ser la proteina Intl, que es el ortélogo de Bud4 de S. cerevisiae y Mid2 de S.
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pombe. Estas proteinas pertenecen a la familia de las anillinas, y en todos los casos estan implicadas en la
organizacion del anillo de septinas. En S. cerevisiae, Bud4 se localiza en el anillo de septinas y es necesario para
su duplicacion y desensamblaje al final de citoquinesis y su funcidn esta regulada por fosforilacion por Cdc28
(Eluere et al., 2012; Sanders y Herskowitz, 1996). En S. pombe, los mutantes mid2A presentan defectos en la
organizacion y estabilidad del anillo de septinas. Ademas, mientras que en una cepa silvestre las septinas se
ensamblan de forma estable en el anillo, en el mutante mid2A las septinas se intercambian unas 30 veces mas
rapidamente (Berlin et al., 2003; Tasto et al., 2003). En C. albicans, Int1 es importante para la morfogénesis de la
hifa, adherencia y virulencia (Gale et al., 1998). Las cepas mutantes int1A/A presentan defectos en el ensamblaje
de los anillos de septinas tanto en hifas como en levaduras (Gale et al., 2001). La proteina localiza junto con las
septinas y co-inmunoprecipita con Cdc11y Cdcl12. Su expresion en S. cerevisiae produce células hiperpolarizadas
en las que las septinas forman espirales alargadas en la periferia de estas células alargadas (Asleson et al., 2001;
Gale et al., 2001). Por tanto, Ace2V podria controlar la transicion del anillo de septinas a través de Intl. Sin
embargo, a pesar de que la organizacidn de las septinas en las hifas de los mutantes int1A/A es defectuosa, el
analisis de la dinamica del anillo en esta cepa mediante FRAP usando Cdc10-GFP mostré que el intercambio
de Cdc10 es similar al de la cepa silvestre (datos no mostrados), indicacién de que se han convertido al estado
especifico de hifas. Por tanto, Int1 parece ser necesario para la correcta organizacién del anillo de septinas, pero
no para la modificacién de su dinamica, por lo que no parece légico pensar que Ace2™ regule el anillo a través

de esta integrina.

En tercer lugar, la regulacién de la dinamica del anillo podria estar mediada por Rts1, la subunidad reguladora
de la fosfatasa PP2A, puesto que es otra de las proteinas reguladoras del anillo de septinas en S. cerevisiae y
C. albicans. En S. cerevisiae, PPA2-Rts1 se localiza en el cuello de la célula después de la divisién del anillo de
septinas y es necesario para su desensamblaje al final de citoquinesis (Dobbelaere et al., 2003). En C. albicans,
Rts1 también controla el ensamblaje de los anillos de septinas en hifas y levaduras. Los mutantes rts1A/A
presentan anillos asimétricos tras su duplicacion en levaduras (Caballero-Lima, 2009). En las hifas, las septinas
inicialmente se localizan en el “cap” y posteriormente quedan ancladas en la membrana lateral como en la
cepa silvestre, pero son incapaces de madurar y formar un anillo normal. En su lugar, aparecen estructuras
aberrantes como anillos incompletos, espirales o barras paralelas al eje longitudinal de la hifa, que en muchos
casos son capaces de duplicarse antes de la septacién aunque los anillos duplicados tampoco son normales
(Jaime Correa y Carlos R. Vazquez, resultados sin publicar). Al mismo tiempo, Sep7 presenta un mayor grado de
fosforilacion que en la cepa silvestre, lo que indica que Rtsl es necesaria para eliminar alguna fosforilacion de
Sep7 y permitir la correcta maduracion del anillo de septinas en las hifas (Jaime Correa, comunicacion personal).
Sin embargo, el analisis de la dindmica de las estructuras de se septinas que se forman en las hifas del mutante
rts1A/A mediante FRAP indica que a pesar de los defectos morfoldgicos, la tasa de intercambio de Cdc10 es
similar, o incluso superior, a la de la cepa silvestre (Jaime Correa y Carlos R. Vazquez, resultados sin publicar).
Estos resultados parecen descartar a Rts1 como efector de Ace2™ en la regulacién de la dindmica del anillo, pero
al mismo tiempo ponen de manifiesto que existen dos procesos independientes en la formacién del anillo de
septinas de las hifas. La formacién y maduracidn de los anillos depende de Gin4, Rts1 e Intl, mientras que la
conversion de los mismos al estado especifico de hifas es independiente de estos reguladores (al menos de Intl
y Rts1) pero depende de Ace2V, Sep7 y Hgcl.

Si la conversidn del anillo de septinas en hifas al estado HSS es una ruta independiente de otras proteinas
implicadas en la organizacidon y mantenimiento de la estructura del anillo, cabe pensar que Ace2M seria un nuevo
componente de esta ruta, en la que previamente se ha descrito que participan Hcgl y Sep7. Observaciones

preliminares indican que la composicidn del anillo de septinas es diferente en la cepa silvestre y en el mutante
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ace2A/A. Asi, el andlisis de las septinas presentes en el anillo de estas dos cepas usando Cdc10-GFP para
inmunoprecipitarlas parece indicar que existe una reduccion en la cantidad de Sep7 en el mutante ace2A/A
en comparacién con la cepa silvestre, especialmente en hifas (A. Gonzalez-Novo, datos no publicados). En
S. cerevisiae se ha descrito que cuando Shsl sustituye a Cdcll1 en el extremo de los octdmeros, éstos no se
ensamblan en forma de filamentos, sino que se asocian lateralmente en racimos curvados que forman anillos
(Garcia et al., 2011). Puesto que el cambio en la dindmica del anillo de septinas en las hifas de C. albicans
depende de Sep7/Shsi, es posible que esté asociado a un aumento en la cantidad de octdmeros que contienen
Sep7 frente a los que contienen Cdc11, lo que al mismo tiempo produciria un cambio en las estructuras de orden
superior que se forman en hifas respecto a levaduras. Por tanto, la reduccion en la cantidad de Sep7 observada
en el mutante ace2A/A modificaria las propiedades del anillo. Serd necesario comprobar si el defecto en la
cantidad de Sep7 presente en los anillos de septinas también ocurre en la cepa ace2A/ACE2" para poder afirmar
que es debido especificamente a la ausencia de Ace2™. Teniendo en cuenta los resultados previamente descritos
que demuestran que la fosforilacion de Sep7 varia dependiendo del estado morfogenético y que la conversién
de los anillos al HSS depende de la ciclina Hgcl, cabria la posibilidad de que Ace2™ pudiera de alguna manera
(directa o indirecta) regular la fosforilacion de Sep7. Esta hipdtesis se basa en el hecho de que un mutante
hgc1A/A la dindmica de los anillos es similar a la del mutante sep7A/A y a la del mutante que carece de Ace2M.
No es factible pensar que Ace2" pueda actuar como un andamio para el ensamblaje de las septinas que regule
directamente la interaccion de Sep7 con el resto del complejo, pues esta proteina no se localiza en la zona donde
se ensamblan los anillos de septinas. Sin embargo, Ace2™ presenta un elevado nimero de posibles sitios de
fosforilacidon por Cdc28, cuya fosforilacion/defosforilacién podria ser crucial en la regulacién de su funcién en
hifas y/o levaduras o alternativamente, podria formar un complejo mas o menos estable con Cdc28-Hgcl que
controlara espacialmente su actividad. Para confirmar o desmentir estas posibilidades, serd necesario analizar
la contribucién de los sitios de fosforilacion de Ace2™ en la regulacién de la dindmica del anillo de septinas
mediante experimentos de mutagénesis puntual y determinar mediante inmunoprecipitacion si Ace2V vy el

complejo Cdc28-Hgcl interaccionan fisicamente.

Respecto a la segunda parte de la ruta, la sefial que inhibe la actividad de Ace2" dependiente del estado dindmico
del anillo de septinas, es muy factible que implique al complejo Cbk1-Mob2, que también regule la localizacién
y actividad de Ace2 en levaduras y a la fosfatasa Cdc14. Recientemente Gutiérrez-Escribano y colaboradores
demostraron que la fosforilacién sobre Mob2 por parte de Cdc28 es necesaria para inhibir la separacion celular
durante el crecimiento hifal (Gutiérrez-Escribano et al., 2011). Mob2 posee 4 sitios consenso de fosforilacién
por Cdc28 que cuando se cambian a Ala generan mutantes con graves defectos en la morfogénesis de la hifa'y
al mismo tiempo también activan la separacidn celular. Experimentos preliminares en los que se ha analizado la
dinamica del anillo de septinas en la cepa mob2-4A mediante FRAP indican que no existen defectos significativos,
siendo la tasa de intercambio de Cdc10 similar a la de la cepa silvestre. Esto indica que Cbk1-Mob2 no parecen
regular la dindmica del anillo de septinas, y que la fosforilacidn de los 4 sitios de Mob2 es necesaria para inhibir la
separacion celular en hifas. Estas observaciones cuadran perfectamente con los resultados descritos previamente
que indicaban que la fosfatasa Cdc14 esta excluida del septo en las hifas (Gonzalez-Novo et al., 2008), pues al
ser Cdc14 la fosfatasa que revierte las fosforilaciones de la actividad CDK su incapacidad para unirse al septo
permitiria que Mob2 se mantuviera fosforilado en hifas. En el mutante sep7A/A, la incorporacion de Cdc14 al
septo permitiria la defosforilacion de Mob2 y la activacién del complejo Cbk1-Mob2, y por tanto, la activacidn
de la separacion celular dependiente de Ace2". Queda todavia por determinar si Cbk1-Mob2 desempefian algtn
papel en la regulacién de Ace2V, aunque no sea en la regulacion de la dindmica del anillo de septinas. Esta

posibilidad se basa en el hecho de que Ace2™ también interacciona fisicamente con Cbk1-Mob2 en ensayos de
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inmunoprecipitacién y en la existencia de un sitio de fosforilacién de este complejo inmediatamente detras de la

region transmembrana, que podria desempefiar algin papel en la regulacién de Ace2™.

Todos los resultados de la presente Memoria indican que C. albicans ha desarrollado un mecanismo especifico
para regular la dindmica del anillo de septinas durante la filamentacion que implica la existencia de dos formas
diferentes del factor de transcripcion Ace2, una de las cuales actia como activador transcripcional mientras
que la otra regula su actividad de forma indirecta. Aunque todavia se desconocen los mecanismos moleculares
implicados en esta ruta de regulacion, los resultados genéticos indican claramente que las dos proteinas tienen
funciones diferentes, lo que supone un mecanismo desconocido hasta la fecha en otros organismos de regulacion

de la actividad transcripcional.
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CONCLUSIONES

1. El gen ACE2 de Candida albicans codifica para dos proteinas distintas, necesarias para regular la separacion
celular en las distintas morfologias. Estas dos formas se originan por el uso de dos codones de inicio de la
traduccidn alternativos que se encuentran en la misma fase de lectura y dan lugar a dos polipéptdos que

difieren en 54 aminoacidos en el extremo amino.

2. Se han identificado varios puntos de inicio de la transcripcidn en el gen ACE2, que dan lugar a dos poblaciones
de mRNAs diferentes y cuya traduccion podria generar las dos isoformas de la proteina. La poblacién mas
abundante (denominada mRNA corto) se produce por el inicio de la transcripcion en tres puntos diferentes
situados entre el AUG1 y el AUG2. Se ha identificado también un mensajero de mayor tamafo que contiene

ambos AUGs, que podria ser especifico de uno de los dos alelos del gen ACE2.

3. La traduccion de los distintos RNAs mensajeros genera dos formas de la proteina, denominadas Ace2" y

Ace2™, presentan diferentes caracteristicas bioquimicas, de localizacion subcelular y funcion.

4. De las dos formas de Ace2 descritas en esta Memoria, Ace2"se encuentra predominantemente en el nicleo
tanto en levaduras como en hifas y desempefia la funcién de factor de transcripcion, activando la expresién de

los genes necesarios para la separacion celular y la respiracion.

5.Ace2M contiene 54 aminoacidos adicionales en el extremo amino que incluyen una region altamente hidrofébica
que actua como un verdadero dominio transmembrana, siendo capaz de dirigir la proteina a la ruta secretora.

Gracias a esta region, Ace2™ se asocia con membranas intracelulares y localiza en vesiculas intracelulares.

6. Ace2M no parece desempefiar ninguna funcién relevante durante el crecimiento en forma de levaduras, pero
es esencial para el correcto posicionamiento del anillo de septinas en hifas y para inhibir la separacion celular

durante esta forma de crecimiento.

7. Ace2M parece ser un nuevo miembro del grupo de proteinas necesarias para la conversién del anillo de septinas
a su estado especifico de hifas, junto con las proteinas Cdc28-Hgcl y Sep7 previamente descritas. La actividad

transcripcional de Ace2™ no es necesaria para esta funcion.
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6.1 MICROORGANISMOS UTILIZADOS

Para el desarrollo de este trabajo de investigacion se utilizaron diferentes estirpes de la bacteria Escherichia coli
y del hongo ascomycota Candida albicans; sus caracteristicas genéticas asi como su procedencia se detallan en
la Tabla 2. C. albicans fue el microorganismo elegido como modelo para estudiar los procesos de morfogénesis,
crecimiento y division celular descritos en este trabajo; todas las cepas construidas de este microorganismo
parten del fondo genético BWP17 (Wilson et al., 1999).

La cepa DH5a de E. coli fue empleada para los experimentos rutinarios de clonacién molecular y como
hospedador de los plasmidos utilizados. La conservacién de las cepas de levaduras se realizé a -80°C en crioviales
con glicerol al 25%, mientras que las cepas bacterianas fueron conservadas en glicerol al 50%.

6.2 MEDIOS DE CULTIVO Y CONDICIONES DE CRECIMIENTO

Los medios de cultivo fueron preparados con agua millo-Rho y esterilizados en autoclave. Asi mismo, los medios
solidos fueron preparados agregando agar al 2% a los medios liquidos correspondientes.

6.2.1 Crecimiento de C. albicans.

C. albicans fue cultivada rutinariamente a 28°C en YPD (Bacto Peptona 2%, dextrosa 2% y extracto de levaduras
1%) o medio minimo YNB (dextrosa 2%y 6,7% de YNB), suplementado con aminodcidos segun los requerimientos
de cada cepa, a concentraciones finales de 40 mg/L para arginina e histidina y de 80 mg/L para uridina. El
crecimiento hifal de C. albicans fue inducido en medio YPD 6 YNB con suero fetal bovino al 10% a 37°C. Los
experimentos que requerian el apagado de genes regulados por el promotor PMET3 fueron realizados en medio
YNB suplementado con metionina y cisteina a una concentracion final de 2,5 mM.

6.2.2 Crecimiento de E. coli.

Las estirpes bacterianas de E. coli crecieron a 37°C en medio Luria Broth (LB), compuesto por bactotriptona al 1
%, extracto de levadura al 0,5 % y cloruro de sodio al 1 %. La seleccion de clones se realizd mediante siembra en
LB suplementado con 100 pg/ml de ampicilina.

6.3 PROCEDIMIENTOS GENERALES DE CLONACION MOLECULAR

6.3.1 Obtencién de DNA plasmidico.

Para la extraccion rapida y a pequeiia escala de DNA plasmidico de E. coli se empled el método de lisis alcalina
(Sambrook, 3AD). Cuando se necesité de una alta pureza y mayor concentracién del DNA, se recurrié al uso
de columna de intercambio idnico Quantum Prep® Plasmid Miniprep Kit (BioRad) segun las indicaciones del
fabricante.

6.3.2 Obtencién de DNA gendmico de C. albicans.

El método de extraccion fendlica con lisis mecanica fue usado para aislar el DNA de alto peso molecular. Para
ello se inocularon 5 ml de YPD con la levadura y se incubé toda la noche a 28°C. Tras recuperar las células por
centrifugacién, se resuspendieron en 0,2 ml de Tampdn de rotura (Triton X-100 2 %, SDS 1%, NaCl 100 mM,
Tris-HCI pH 8,0 10 mM y EDTA 1 mM), 0,2 ml fenol-cloroformo-isoamilico (25:24:1) y 0,3 gr de bolitas de vidrio
(0,4 mm; Sigma-Aldrich, St Louis MO); esta mezcla se agitd 4 minutos en vortex a maxima potencia. Al finalizar la
ruptura, se afiadieron 0,2 ml de TE 1X a las células rotas y se separo la fase acuosa de la fendlica centrifugando
5 minutos a 13000 rpm. La fase acuosa fue transferida a un nuevo tubo que contenia 1 ml de etanol al 100%
para después centrifugar 2 minutos a 13000 rpm. El precipitado fue resuspendido en 400 ml de TE 1X y tratado
con 30 pg de RNAasa 15 minutos a 37°C. 10 pl de acetato de amonio 2,5 M y 1 ml de etanol al 100% fueron
afadidos y mezclados por inversion para precipitar el DNA que fue concentrado por centrifugacion a 13000 rpm
durante 2 minutos y secado a temperatura ambiente hasta la total evaporacion del etanol, para ser resuspendido
finalmente en 0,1 ml de TE 1X.
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6.3.3 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

La amplificacion de fragmentos de DNA se hizo mediante reaccion en cadena de la polimerasa en un termociclador
MiniciclerTM (MJ Reasearch), usando diferentes polimerasas como KAPA HIFI, KAPA 2G™ Robust HotStart (Nippon
Genetics, Diiren, Germany) y Go Taq (Promega Madison, Wisconsin) segun la fidelidad requerida. Para todas las
enzimas, la reaccion fue realizada segun se indicaba en las instrucciones de la casa comercial. Por lo general, el
DNA fue desnaturalizado durante 5 minutos a 95°C seguido de 30-35 ciclos con los siguientes pasos: 30 segundos
a 95°C, 30 segundos a la temperatura de anillamiento especifica del oligonucleétido empleado, 1 minuto a 72°C
de extension por cada kilobase de DNA a amplificar, y para finalizar la reaccidon 10 minutos de extensién a 72°C.
Los oligonucledtidos usados estan enumerados en la Tabla 3.

6.3.4 Manipulacion del DNA.

Los procedimientos generales de manipulacidn del DNA se encuentran recogidos en el manual de laboratorio
de Sambrook y Colaboradores (2001), excepto en aquellas ocasiones en las que se utilizaron “kits” comerciales
para las que se siguieron las indicaciones de la casa comercial. Todos los fragmentos de DNA obtenidos por PCR
o por tratamiento con enzimas de restriccion fueron analizados en geles de agarosa (SeaKem® ME Agarose, FMC
Bio Products) y tefiidos con bromuro de etidio (0,5 mg/ml), preparados en tampdn TAE (Tris-acetato 40 mM,
EDTA 1 mM, pH 7,5-7,8) a concentraciones que oscilaban entre 0,8 y 1,5%, segun el tamafio de los fragmentos a
separar. El aislamiento y purificacion de los fragmentos especificos de DNA obtenidos por PCR o por restriccion
con encimas, se realizdé con el kit NucleoSpin® Extract Il (Macherey-Nagel, Diirem, Germany). Para la clonacién
de fragmentos de DNA se usaron enzimas de restriccion asi como la ligasa del fago T4 de la casa comercial Roche.
La fosfatasa alcalina fue proporcionada por Boehringer Mannhein.

6.3.5 Deteccion de los sitios de inicio de transcripcion (RACE).

Para la clonacidn de los extremos 5’ del mensajero de ACE2, se realizo la técnica RACE (“Rapid Amplification of
cDNA Ends”) con el “Kit” ExactSTART™ Eukaryotic mRNA 5’-&3’-RACE (EPICENTRE Biotechnologies) siguiendo las
recomendaciones de la casa comercial. Primero, se realizd un tratamiento con fosfatasa alcalina a una muestra
de RNA total, con el fin de remover los grupos fosfatos de RNAs no protegidos (aquellos que no contienen el
“cap” en el extremo 5’), con el fin de que no interfieran con la obtencién de los RNAs mensajeros (aquellos que
si estan protegidos por el “cap”). Las muestras fueron posteriormente tratadas con pirofosfatasa acida de tabaco
con el fin de remover el “cap” del extremo 5’, para de este modo obtener RNAs monofosfato en su extremo 5/,
a los cuales posteriormente se les ligd un oligonucledtido aceptor que contenia un sitio de iniciacién de PCR
para las posteriores reacciones de amplificacion. Después, se realizd una retrotranscripcion para obtener cDNAs
a partir de los RNAs 3’-poliadenilados. En este paso se uso un oligonucledtido especifico de ACE2 con el fin de
restringir la obtencion de cDNAs a aquellos exclusivos de este gen. Finalmente, se realizé la sintesis de la doble
cadena de DNA mediante una PCR convencional.

Los productos obtenidos tras el desarrollo de esta técnica, fueron clonados con el “kit” StratClone Blunt PCR
Cloning (Agilent Technologies) segun indicaciones de la casa comercial para su posterior secuenciacion y analisis.

6.4 CONSTRUCCION DE CEPAS

La delecidn de genes de C. albicans asi como el marcaje de proteinas con diferentes fluoréforos y epitopos fue
realizada con el método mediado por PCR usando los médulos pFA (Gola et al., 2003; Schaub et al., 2006). Los
transformantes fueron seleccionados en medio YNB suplementado con los aminoacidos necesarios segun sus
auxotrofias, o en YEPD con clonNAT a una concentracion final de 200 mg/ml (Werner BioAgents, Jena, Germany)
para seleccionar cepas SAT1. Las cepas que contenian proteinas marcadas con algun fluoréforo o epitopo se
consideraban funcionales en tanto que se observase un crecimiento normal en un fondo heterocigoto.

La construccidn de cepas carentes de un gen determinado se llevo a cabo usando la técnica de reemplazamiento
genético (Rothstein, 1991), la cual se basa en la transformacidn integrativa de las moléculas lineales de DNA.
Esta estrategia consiste en el uso de un casete de transformacion obtenido mediante PCR (a partir de DNA
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plasmidico de algun de los mdédulos pFA), el cual contiene un marcador de seleccién flanqueado por las regiones
no codificantes 3’ y 5’ del gen para dirigir la integracion, regiones que provenian de oligonucleétidos de 100 pb.
Estas regiones homologas permiten la recombinacion del fragmento con uno de los alelos del gen a delecionar,
sustituyendo el ORF del mismo por el marcador de seleccién. Las cepas que no fueron construidas mediante
esta estrategia, se hicieron utilizando fragmentos de DNA linearizados con encimas de restriccion, a partir de
plasmidos construidos sobre el vector de clonacion pGEM®-T (Promega). Todas las cepas fueron confirmadas
por PCR usando oligonucledtidos obtenidos de la casa comercial Biomers.net (UIm. Germany) y se encuentran
recogidos en la Tabla 3.

6.4.1 Transformacidn de C. albicans.
Dos metodologias fueron usadas para la obtencidon de las diferentes cepas del hongo:

Transformacion con Acetato de litio. La transformacién quimica se realiz6 como ha sido previamente descrito
(Walther y Wendland, 2003), con algunas modificaciones. Los cultivos celulares de las cepas a transformar que
habian crecido durante toda la noche se diluyeron en 25 ml de medio fresco a una densidad éptica a 600nm
(ODsoo
fueron recogidas, lavadas con 25 ml de agua destilada estéril y resuspendidas en 1,5 ml de solucion de acetato de
litio (Acetato de Litio 100 mM, Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM). La mezcla de transformacién fue hecha agregando
100 pl de células, 100 pug de DNA monocatenario (DNA “carrier”, 2 mg/ml), 1-5 ug de DNA a clonar y 600 pl de

) de 0,3 e incubadas con agitacién a 28°C durante 3-4 horas hasta alcanzar una 0D, de 1,4-1,8. Las células

solucién PEG/LiAc (PEG 4000 al 50% en solucién de acetato de litio). Esta mezcla fue incubada toda la noche en
agitacion a 28°C antes de someterla a un choque térmico a 44°C durante 15 minutos. Las células fueron entonces
lavadas y sembradas en medios selectivos.

Transformacién por electroporacion. El protocolo de electroporacion para C. albicans fue el descrito por (Reuss
et al., 2004). A partir de un pre-cultivo en YEPD de C. albicans, se realizé una dilucién a 0,4 0D, en 25 ml de
medio fresco en agitacion a 28°C hasta llegar a 1,4-1,6 OD,_ . Las células fueron recogidas por centrifugacion
y resuspendidas en 25 ml de solucién de acetato de litio (acetato de litio 0,1 M pH 7,5, Tris-HCI 10 mM, EDTA
1 mM pH 7,5y DTT 10 mM) e incubadas por 1 hora a temperatura ambiente. Las células fueron entonces
lavadas 3 veces con agua estéril fria y una vez con sorbitol 1 M. Estas células competentes fueron recogidas por
centrifugacién y resuspendidas en 160 pl de sorbitol 1 M. La mezcla de electroporacién, que contenia 50 pl de
la suspension de células competentes y 1-5 ug de DNA, fue mantenida durante 5 minutos en hielo; Entonces, se
llevo a cabo la electroporacion de las células competentes en un electroporador Gene pulser® de Biorad (cubetas
de 0,2 cm a 1,5 kV). Después de la electroporacién, las células fueron lavadas con 1 ml de sorbitol y sembradas
en medios selectivos.

Para los dos tipos de transformaciones cuando fue usado el marcador SAT1, las células fueron incubadas en 1
ml de YEPD a 28°C en agitacién con el fin de permitir su recuperacion antes de ser sembradas en el medio con
la nourseotricina.

6.4.2 Transformacion de E. coli.

La transformacion de la cepa bacteriana DH5a se realizé segun el procedimiento descrito por Kushner (Kushner,
1978), basado en el choque térmico y mediante el uso de kit StrataClone Blunt PCR Cloning® (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA) siguiendo las instrucciones de la casa comercial.

6.5 EXTRACCION DE RNA Y RT-PCR CUANTITATIVA

Para la extraccién del RNA se recogid un cultivo celular en fase logaritmica y se almacend a 80°C. Un total de
50 mg de células fueron lisadas con 0,3 gr de bolitas de vidrio (0,4 mm; Sigma-Aldrich, St Louis MO) en una
FastPrep FR120 (Savant, Bio101) en presencia de 50 pl de TRIzol® Reagent (Invitrogen, Paisley, UK). El RNA total
fue extraido siguiendo las instrucciones de la casa fabricante. La cantidad, calidad e integridad del RNA fueron
analizados en Bioanalizador 2100 (Agilent). La sintesis del cDNA fue realizada con el sistema SupersScript Il First-
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Strand Synthesis (Invitrogen, Paisley, UK) usando oligo-(dT), partiendo de 3 ug de RNA total previamente tratado
con DNAasa | (Invitrogen, Paisley, UK). Los ensayos de PCR cuantitativa se realizaron usando SYBR® Premix Ex Taq
(Takara bio Inc. Shiga, Japan). Para cada reaccion se usé 1 pul de cDNA. Los ensayos de qPCR fueron hechos por
duplicado llevando a cabo 40 ciclos (desnaturalizacidn inicial de 45 segundos a 95°C, 40 ciclos de 5 segundos a
95°C, 31 segundos a 60°C, un paso de disociacion de 15 segundos a 95°C, 1 minuto a 60°Cy 15 segundos a 95°C).
Se us6 un termociclador Applied Biosystems 7300 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Carlsbad, CA). La
cuantificacion de la expresidn se realizé usando el método de la curva estandar.

6.6 EXTRACCION, DETECCION Y ANALISIS DE PROTEINAS

6.6.1 Extraccion.

Los extractos proteicos fueron preparados a partir de cultivos celulares en fase exponencial de crecimiento en
medio liquido apropiado segln el experimento a realizar. 1,6 x 10° de células fueron resuspendidas en 200 pl de
tampon de lisis B70 (HEPES 50 mM, AcK 70 mM NaF 1mM, B-glicerolfosfato 20 mM, Acetato de magnesio 5 mM,
Triton X-100 0,1%, glicerol 10%, PMSF 1 mM, DTT 1 mM ) el cual contenia el cdctel inhibidor de proteasas libre de
EDTA de Roche (Roche, Indianapolis, USA), y se aiadieron 0,3 gr de bolitas de vidrio (0,4 mm; Sigma-Aldrich, St
Louis MO). La rotura de las células se realizd en una FastPrep FR120 (Savant, Bio101), empleando dos pulsos de
30 segundos a una potencia de 5,5. Los extractos proteicos se recuperaron agujereando la base del eppendorfy
centrifugando sobre otro eppendorf limpio. Los extractos fueron clarificados centrifugando a 5000 rpm durante
10 minutos a 4°C. La determinacién de la concentracion de proteina se realizo con el kit Bio-Rad Dc Protein assay,
cuantificado cada muestra por duplicado, tomando como referencia una recta patrén de BSA (0-1 ug/ul).

6.6.2 Separacion electroforética e inmunodeteccidn de proteinas (Western-blot).

Las proteinas fueron separadas mediante electroforesis en geles de poliacrilamida, usando el sistema “NUPAGE®
Novex Bis-Tris gels” (Invitrogen). Entre 50 y 100 ug de cada extracto proteico fueron cargados en condiciones
desnaturalizantes o no desnaturalizantes segun el ensayo a realizar, en geles Bis-Tris de gradientes (4-12%), en
Buffer MOPS segun recomendaciones del fabricante.

Una vez separadas las proteinas, se transfirieron a una membrana de PVDF P-Hybond (GE Healthcare), usando el
sistema de transferencia “X-Cell Sure Lock Mini-Cell System” (Invitrogen) a 30-40 voltios constantes durante 60-90
minutos. Después de la transferencia, las membranas fueron lavadas por 10 minutos con solucion PBS 1X-Tween
0,1% (PBS-T) y posteriormente bloqueadas durante al menos 1 hora en solucién de bloqueo (leche desnata en
polvo al 5% en PBS-T). Los anticuerpos primario y secundario fueron incubados en solucidn de bloqueo durante
al menos una hora, segun condiciones que fueron estandarizadas para cada uno de ellos y las recomendaciones
de la casa comercial. La deteccion de los complejos antigenos-anticuerpo se realizé usando la deteccion de
la actividad peroxidasa ligada al anticuerpo secundario mediante quimioluminiscencia (ECL detection, de GE
Helthcare 6 Supersignal West Femto kit de Pierce Biotechnologies, Rockford USA) la cual impresiona las peliculas
fotosensibles (Hyperfilm™ MP, GE Healthcare). Los anticuerpos usados en este trabajo se enlistan en la Tabla 4.

6.6.3 Inmunoprecipitacion de proteinas.

La preparacidén de extractos celulares para inmunoprecipitacion se llevd a cabo siguiendo el protocolo de
extraccion de proteinas antes descrito, seguido de la incubacién de los lisados con bolas magnéticas que llevan
unidos los anticuerpos correspondientes (UMACS® HA, myc o GFP, Tagged Protein Isolation kit, Miltenyi Biotec),
durante 30 min a 4°C en agitacion. Esta mezcla fue cargada en las columnas de separacion (MACS® Separation
Colums, Miltenyi Biotec), seguido de 4 lavados con el tampdn B70 y un lavado final con el “buffer” de lavado 2.
Las proteinas retenidas en las columnas fueron eluidas con el tampdn de elucidn proporcionado en el “kit”.

Para saber si algunas proteinas presentaban diferentes estados de fosforilacidn, se realizaron tratamientos con A
fosfatasa (New England Biolabs, Ipswich, MA) sobre las proteinas (extraidas en tampdn B70 sin NaF ni B-glicerol
fosfato) que se encontraban retenidas en las columnas magnéticas después de los 4 lavados con el “buffer”.
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Los western blots para las dos técnicas se realizaron siguiendo el protocolo anteriormente descrito. Para el
caso de la co-inmunoprecipitacion, tras el revelado con el primer anticuerpo se les realizé a las membranas un
“stripping” con glicina 200 mM pH 2,3.

6.6.4 Fraccionamiento celular en gradientes de sacarosa.

Los extractos proteicos fueron obtenidos como se describid previamente para las imnumoprecipitaciones, pero
en este caso usando el tampdn STE10 (Tris pH 7,5 10 mM, EDTA 10 mM, sacarosa al 10%,), suplementado con
inhibidores de proteasas. Los gradientes fueron hechos en un formador de gradientes en tubos cdnicos para
ultracentrifugacidn de 9/16 x 3% pulgadas a concentraciones de sacarosa entre 20 y 60% diluida en un buffer que
contenia Tris pH 7,5 10mM y EDTA 10 mM. Los extractos fueron cargados sobre el gradiente y centrifugados a
100000g durante 16 horas. Se recogieron fracciones de 750 pl, las cuales fueron tratadas con TCA al 10% durante
30 minutos en hielo para precipitar las proteinas existentes en cada una de ellas. Los precipitados proteicos
fueron lavados dos veces con TCA al 0,2% y finalmente resuspendidos 50 pl de tampdn Laemli al 1X.

6.7 TECNICAS DE MICROSCOPIA

6.7.1 Microscopia dptica.

Los microorganismos fueron observados en preparaciéon himeda en un microscopio 6ptico Nikon Eclipse i90 con
una camara Orca-ER controlada por el programa Metamorph, usando principalmente microscopia de contraste
interferencial (DIC).

Tincion con calcofluor. El calcofldor es un fluorocromo que en C. albicans tifie las zonas de la pared celular ricas
en quitina. Este se excita al recibir con una longitud de onda de 372 nm emitiendo fluorescencia azul. El calcofldor
(Blankophor BBH, Bayer Corporation), fue preparado a una concentracion de 10 mg/ml en agua con unas gotas
de KOH 10N para permitir su total disolucidn. Se esterilizd por filtracién y se almacend a 4°C protegido de la luz.
Las tinciones con este fluoréforo se realizaron a partir de cultivos creciendo en fase logaritmica, afiadiendo 1 pl
de solucion de calcoflior por cada mililitro de muestra a observar al microscopio.

6.7.2 Microscopia de fluorescencia “in vivo”.

La observacion se realizé en un microscopio Personal Deltavision (Applied Precision, LLC) controlado mediante el
software SoftWoRx Resolve 3D. Las imagenes fueron capturadas con una camara CoolSNAP HQ2 (PHOTOMETRICS)
6 Orca-ER y procesadas con los programas MetaMorphd (MDS Analytical Technologies), ImageJ 1.37 (National
Institute of Health, USA) y Adobed Photoshop CS2 (Adobe System, Inc). Para la observacion de cepas que
contenian la proteina fluorescente verde (GFP), amarilla (YFP), cian (CFP) o roja (RFP, mCherry), se recogieron
cepas en crecimiento exponencial en medio liquido. En funcion del objetivo del experimento, se tomo una foto
del plano central de la célula o bien de a 8 a 12 imagenes de secciones transversales del todo el volumen celular
(series en Z) con una separacion de 0,3-0,4 um cada una.

6.7.3 Microscopia confocal: Recuperacion de fluorescencia después de “photobleaching” (FRAP).

Se utilizé un microscopio confocal Zeiss LSM510 controlado por el programa Zeiss LSM. El quemado de la
fluorescencia se realizd con el laser del microscopio a maxima potencia hasta que no se observaba ninguna sefial
de fluorescencia. Las fotos posteriores fueron tomada cada 40 segundos durante 4-6 minutos. La intensidad
de la fluorescencia fue cuantificada con el programa ImageJ y fue normalizada mediante la resta del fondo y la
correccion de la fluorescencia perdida por muestras que no habian sido quemadas.

6.8 RECURSOS BIOINFORMATICOS.

Los programas y recursos bioinformaticos empleados para la realizacién de este trabajo se encuentran recogidos
en la Tabla 5.
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Estirpe

C. albicans

Tabla 2. Estirpes de microorganismos usados utilizados en este trabajo.

Genotipo

Procedencia

BWP17 Ura::imm434/ura3::imm434 his1::hisG/ Enloe et al., 2000
his1::hisG arg::hisG/arg4::hisG
OL1036 BWP17 ACE2-GFP::HIS1/ACE2-GFP::URA3 Este Trabajo
OoL1111 BWP17 ace2A::ARG4/SAT1-pMET3-ACE2"-HA-URA3 Este Trabajo
OL1171 BWP17 ace2A::ARG4/ACE2N-HIS1, PMET3-ACE2Y@RP10-URA3
OL1173 BWP17 ACE2-6HIS::ARG4/ACE2-6HIS::HIS1 Este Trabajo
OL1191 BWP17 ace2A::ARG4/ACE2"-HIS1, PMET3-ACE2"P*@RP10-URA3 Este Trabajo
OL1203 BWP17 ace2A::ARG4/SAT1-pMET3-ACE2V-HA-URA3 Este Trabajo
OL1430 BWP17 CDC10/CDC10-GFP-ARG4 Gonzalez-Novo et al., 2008
OL1444 BWP17 ace2A::URA3/ace2A::HIS1, CDC10-GFP-ARG4 Este trabajo
0OL1451 BWP17 ace2A::HIS1/ace2A::ARG4 Este Trabajo
0OL1456 BWP17 SEP7/SEP7-GFP-ARG4 Gonzalez-Novo et al., 2008
0OL1457 BWP17 ace2A::HIS1/ace2A::URA3, SEP7-GFP-ARG4 Este Trabajo
0OL1483 BWP17 GIN4/GIN4-GFP-URA3
0OL1484 BWP17 ace2A::HIS1/ace2A::ARG4, GIN4/GIN4-GFP-URA3
OL1519 BWP17 CBK1/CBK1-myc-HIS1 Gutiérrez et al.,2011
OL1538 BWP17 ace2A::ARG4/ACE2-3HA-URA3 Este Trabajo
OL1551 BWP17 ace2A::ARG4/ace2AZn-3HA-URA3, CDC10/CDC10-GFP-HIS1 Este Trabajo
0OL1593 BWP17 ace2A::ARG4/ACE2V-GFP-URA3 Este Trabajo
OL1597 BWP17 ace2A::ARG4/ACE2M-HIS1 Este Trabajo
OL1598 BWP17 ace2A::ARG4/ACE2"-HIS1 Este Trabajo
OL1631 BWP17 ace2A::ARG4/ ACE2V-HIS1, SEP7/SEP7-GFP-URA3 Este Trabajo
OL1634 BWP17 ace2A::ARG4/ACE2"-HIS1, SEP7/SEP7-GFP-URA3 Este Trabajo
OL1662 BWP17 ace2A::ARG4/ACE2V-HIS1, CDC10/CDC10-GFP
OL1714 BWP17 ace2A::ARG4/ACE2"-HIS1, PMET3- Este Trabajo
ACE2-ABCDEF@RP10-URA3
OL1716 BWP17 ace2A::ARG4/ACE2"-HIS1, PMIET3-ACE2-ACDEF@RP10-URA3 Este Trabajo
OL1719 BWP17 ACE2-6HIS::ARG4/ACE2-6HIS::HIS1, CBK1/CBK1-myc-URA3 Este Trabajo
OL1722 BWP17 ace2A::ARG4/SAT1-pMET3-ACE2"-HA-URA3 CBK1/CBK1-myc Este Trabajo
OL1874 BWP17 ace2A::ARG4/ACE2"-HIS1, PMET3-ACE2AEF@RP10-URA3 Este Trabajo
OL1876 BWP17 ace2A::ARG4/ACE2" -HIS1, PMET3-ACE2AB@RP10-URA3 Este Trabajo
0OL1969 BWP17 GFP-HIS+ Este Trabajo
OL1970 BWP17 ace2TM-GFP-HIS1 Este Trabajo
0OL1976 BWP17 ace2A::ARG4/SAT1-pMET3-Ace2V-GFP-HIS1 Este Trabajo
0OL1978 BWP17 ace2A::ARG4/SAT1-pMET3-Ace2"-GFP-HIS1 Este Trabajo
0OL1994 BWP17 ace2A::ARG4/SAT1-pMET3-ACE2V-HA-URA3 CBK1/CBK1-myc Este Trabajo
E. coli
DH5a SupE44DlacU 199 (F80 lacZ DM15) hsdR17 F. del Rey

recAl endAl gyrA96 thi-1 relAl
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Tabla 3. Oligonucledtidos utilizados en este trabajo.

Nombre Secuencia Propdsito
1530 GACACAACATTGAAGATGGAAGC Comprobacion cepas
1536 TATACTAGTCATTGGAAATTTCTGAACTTTC Construccion Ace™-GFP
1537 TATACTAGTTATAAGACTTGGTTGTGTGCTTCTG Construccion Ace™-GFP
1538 TTGCAACATTAAAAACTCCTCAGTAACACTCTTATCTTCCTGTAGCAACTGTTTTTCTATCCTCT- Construccion Ace™-GFP
CAACCACTGTATCTGTTTTAAGCAATTGTTGTCAAGCACCTGCGCCAGCCCCTGCGC
1572 TTGGCTTCGGAACTTAAAAATAATTGGTCAAAATTTTCATTAGGAAGAGGGATGGTTGA- Sobreexpresion Ace2™
CCCTTTGGTCGAGTAATCATCAAACAAGTCAAATTTATTCATGTTTTCTGGGGAGGGTATTTAC
1573 TCAAGTATACGTAATCTCCCC Comprobacion cepas
1582 TTAAAGCTTCATTTGCAAACAAGTACAAAG Comprobacion cepas
1586 CTACCACCTTGATGTACACACC Comprobacion cepas
1587 TATACTAGTTTTATGTTTTTCTTCCTCAAGCTC Comprobacién cepas
1591 AATTGAAGAAAGCTGGTGCAACCG Comprobacion cepas
1592 CATTAGGAAGAGGGATGGTTGACCC Comprobacion cepas
1623 AGGGCAAACCTCACAACAATCAAACCAAGATTTGAAGAACGCCTCTGGTGTGCCAAATGCTCC- Construccion Cdc10-GFP
TATGTTCCAATCAACTACAGGTCA TGCTGCTGCTAGAGGTGCTGGCGCAGGTGCTTC
1624 TTTTGTTCATACGCGTTTTGCTTTTCAACAAACACACAAAAGAAGAGGAATACAAAAAAG- Construccion Cdc10-GFP
TAAAATCACATTATATCAATAACAAACATTATTTATCTATTCTGATATCATCGATGAATTCGAG
1625 TTAAGTAGTGTGTGCACTGCCC Construccion Ace™-GFP
1626 TCGGTCGCTGTTCTCACCAAG Construccion Ace™-GFP
1639 TAAGGATCCATGCATTGGAAATTTCTGAACTTTCGAAAGTACCA Construcciones @RP10
1640 TAACTGCAGCTGGTAATACGCATAATGACTTGTGTATTATACATC Construcciones
Ace2 en @RP10
1642 CCTTCATTCTGTTTATTTGAGACTAC Comprobacion cepas
1643 CAGGACCGGATGAGGATAAGA Comprobacion cepas
1644 TTTAATTAGTATTTGTTGGCTGCTCCACAACACTAACTATCAGAGAATAAATATTAATTAATACT- Construccion Ace2-6HIS
GGTAATACGCATAATGACTTGTGTATTATACATCAAATATCTCGAATTCATCGATGATATCAGA
1645 CAACAACAATTGCTTAAAACAGATACAGTGGTTGAGAGGATAGAAAAACAGTTGCTACAGGAAGA- Construccion Ace2-6HIS
TAAGAGTGTTACTGAGGAGTTTTTAATGTTGCAACATCACCATCATCACCATCCCGGGTACCCAT
1691 CAATCAATCCTAAAAAGGAAATACCTTTCAAGTATTTTATTTACCATTTTTTCTTTTTCT-
CATTTACTTTCCCAACTTTTGCACCTCCTTCACTAAATGAAGCTTCGTACGCTGCAGGTC Delecion de ace2
1692 TTGAAAAGGGTAAAATGAAATGAACTGAAATGCAATCTTCTCTCCCACTCGAGCAAA-
CACTCTCTCCATGAAAAACCAACTTGTGGCAGAAGTCTATCTGATATCATCGATGAATTCGAG Delecion de ace2
1693 AGAAGGTGGTCATCATGACAGAG Comprobacion cepas
1694 GCACACACTACTTAATATACACAGC Comprobacién cepas
1727 GAGGAAAGAAGAAAAAGAGGAAGGCACGGAAAATAGAATTAAACAACAAGAAATTGTAG- Sobreexpresion Ace2"
TTCTTTGTAATTAGTCTTCTACAATAAGATCATTCTGAGGAAGCTTCGTACGCTGCAGGTC
1728 AAGCAGTAAAAGGAAATAAAAAAGAGAGAAAGATCAAATAAATTTAAATGGAAAGAAAGAT- Sobreexpresion Ace2"
GGTACTTTCGAAAGTTCAGAAATTTCCAATGCATCATGTTTTCTGGGGAGGGTATTTAC
1734 TATGGATCCGGAACTAGTCCCGGGTACCCATACGATGTT Construccién de trunca-
ciones de Ace2 en RP10
1735 ATATCGCAGCTAAGCGTAATCTGGAACGTC Construccién de trunca-
ciones de Ace2 en RP10
1775 RACE
1781 TAACTCGAGGTTCCGAAGCCAATGATATGG Construccién de trunca-
ciones de Ace2 en RP10
1782 TTTAAGCTTTTTATGTTTTTCTTCTCAAGCTC Construccién de trunca-
ciones de Ace2 en RP10
1787 ATAATCGATGACAACCAAATGGACGATCAC Construccién de trunca-
ciones de Ace2 en RP10
1788 TTTAAGATTTTGCAACATTAAAAACTCCTCAGTAA Construccion Ace2AZn
1789 TTTAAGCTTTGTCCAGTAATTGTCCAATTCAC Construccion Ace2AZn
1812 AAAGCAGTAAAAGGAAATAAAAAAGAGAGAAAGATCAAATAAATTTAAATGGAAAGA- Construccion Ace2V

AAGATGGTACTTTCGAAACTTCAGAAATTTCCAATGTCATATTTAGTGAAGG
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1813 GCTTCGGAACTTAAAAATAATTGGTCAAAATTTTCATTAGGAAGAGGGATGGTTGA- Construccion Ace2"
CCCTTTGGTCGAGTAATCATCAAACAAGTCAAATTTATTCAATATAAGACTT
1818 TCTTTTGTCTCTTTTTTATTTCCTTTTACTGCTTTCCCATCCTATATATTTGTTTCTTCTTTAAT- Construccion Ace2"-GFP
CAAGTCCATTCATTCAGAAGCACACAACCAAGTCTTATAGGTGCTGGCGCAGGTGCTTC
1831 CAAGTATACGTAATCTCCCC Comprobacion cepas
1832 AAAGCAGTAAAAGGAAATAAAAAAGAGAGAAAGATCAAATAAATTTAAATGGAAAGA- Construccion Ace2"
AAGATGGTACTTTCGAAAGTTCAGAAATTTCCAATGAAAATTTAGTGAAGG
1838 GAGAGTAACCACTCCTAGT Comprobacion cepas
1840 CAGCAAATTGAATATGTGGAT Comprobacidon cepas
1859 GTGTTACGAATCAATGGCACTACAGC Comprobacion cepas
1861 TGGACAATTACTGGACAGGAC Comprobacion cepas
1863 CATGCCGTTTCATATGATCTG Comprobacidon cepas
1916 GTTATATAATATACATAAGAAATAAAACAAGCCAAATTAGTATACTGAAAAAAAAAATTCA- Construccion Gin4-GFP
TAAATAATGCATCATTGTTCTCAAATTTGATTATCCTCTTCTGATATCATCGATGAATTCGAG
1917 AGAAATTGTTTGTGTTAGAGTGAAAGGATCTAAAGTTACAACTGATACTTTATTTTCTGA- Construccion Gin4-GFP
AATTGAAAAGGTCTTACTCAAAGAAGGTGTTTTAGATAAAGGTGCTGGCGCAGGTGCTTC
1931 CGAAGCTTTTGCAACATTAAAAACTCCTC Construccion Ace2-HA
1932 CGAAGCTTTGTTGCCAATGAAATCCC Construccion Ace2-HA
1955 TTCAGAATATCATCARGATGATAGTACACCAAATTATGAAACTTCAAGATTGCAAAAGGAT- Construccion Sep7-GFP
GAAACTTTGACTGATTTACATTCGATTGTAAGCAATCATGGTGCTGGCGCAGGTGCTTC
1956 ACATTTTATTGAAATTATAAATTTTAATAAAACGTTTCAACTTC- Construccion Sep7-GFP
TATATAGAATTCTCTCTCTTTTCTCTTTCTCTCTGTGTGTAAATT-
GCTCATCTTCCTCTGATATCATCGATGAATTCGAG
1961 GCACACACTACTTAATATACACAGC Comprobacidon cepas
1965 TTAACCGGCATAGCTTGG Comprobacion cepas
1972 AAAGTTTAAACCAATTACTGTAAATGCCTGCACTC Construcciones Ace2
1975 TTTACTAGTATATCGATTATAAGACTTGGTTGTGTGCTTC Construcciones Ace2
1976 TCTAGCTTCAATGTGCCCTTTCACAGTATATATCTTATCCTCATCCGG Construcciones de trunca-
ciones de Ace2 en RP10
1977 CCGGATGAGGATAAGATATATACTGTGAAAGGGCACATTGAAGCTAGA Construcciones de trunca-
ciones de Ace2 en RP10
1980 CTAAATATGCATTGGAAATTTCTG gRT-PCR y RT-PCR
1982 CCAAGTCTTATAATGAATAAATTTGAC qRT-PCR y RT-PCR
1983 TTCCACTGTATTGTCTACTGTG qRT-PCR y RT-PCR
1987 TCAACAACAATTGCTTAAAACAGATACAGTGGTTGAGAGATAGAAAAACAGTTGCTACAG- Construcciones Ace2-GFP
GAAGATAAGAGTGTTACTGAGGAGTTTTTAATGTTGCAAGGTGCTGGCGCAGGTGCTTC
1988 GTATAATTTTGAAAAGGGTAAAATGAAATGAACTGAAATGCAATCTTCTCTCCCACTCGAGCA- Construcciones Ace2-GFP
AACACTCTCTCCATGAAAAACCAACTTGTGGCAGAAGTTCTGATATCATCGATGAATTCGAG
1989 ATTCCCACCAATGGAGATTC qRT-PCR y RT-PCR
1990 TGTTGTCACATCTTCCATGC qRT-PCR y RT-PCR
1993 GGTTCTCAAACACCAACACC gRT-PCR y RT-PCR
1994 TCAAGCTCATCCTCCTCAAG qRT-PCR y RT-PCR
1995 TCTGAACTTTCGAAAGTACC qRT-PCR y RT-PCR
1996 GATGGGAAAGCAGTAAAAGG gRT-PCR y RT-PCR
1997 CACCTCCTTCACTAAATATGC qRT-PCR y RT-PCR
2047 TTAGGAAGAGGGATGGTTGAC RACE
2065 GTGGCGCGAATTCACTAGTGATTG Comprobacién cepas
2067 GGCCAGTGTTCCTGATAATCCAGC Comprobacidon cepas
2069 GCGCAACAGATATATTGGTGC Comprobacion cepas
207 Construcciones Cbk1-myk
2071 Construcciones Cbk1-myk
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Tabla 4. Anticuerpos utilizados en este trabajo.

Nombre Procedencia Casa Comercial
Anti-Tubulina Conejo Sigma
Anti-Cdc11 (y-415) Conejo Santa Cruz Biotechnology
Anti-GFP (JL-8) Ratoén Living Colors
Anti-cMyc (9E-10) Raton Santa Cruz Biotechnology
Anti-HIS probe Conejo Santa Cruz Biotechnology
Anti-HA high Affinity Rata Roche
Anti-Cdc2p34 (PSTAIRE) Conejo Santa Cruz Biotechnology
Anti-FTCD (58K-9) (Anti-Golgi) Ratén Sigma
Anti-Pol Il 8WG16 (anti-Nucleo) Raton Santa Cruz Biotechnology
Anti-Pmal (anti-membrana) Conejo Cortesia
Anti-Conejo ECL Raton Santa Cruz Biotechnology
Anti-Rata ECL Cabra Santa Cruz Biotechnology
Anti-Raton ECL Oveja Amersham

Tabla 5. Recursos bioinformaticos utilizados durante este trabajo.

Programa Direccion electronica

Adobe® lllustrator CS5

http://www.adobe.com/

Adobe® InDesing CS5

http://www.adobe.com/

Adobe® Photoshop CS5

http://www.adobe.com/

EndNote® IX

http://www.endnote.com/

DNASTAR

http://www.dnastar.com/

Base de datos de C. albicans

http://www.candidagenome.org/

Base de datos de S. cerevisiae

http://www.yeastgenome.org/

GeneDB http://www.genedb.org/
BLAST http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
SMART http://smart.embl-heidelberg.de/
Image J http://rsbweb.nih.gov/ij/
Clustalw http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/
Pfam http://pfam.sanger.ac.uk/
Interpro http://www.ebi.ac.uk/interpro/

MetaMorph®

www.moleculardevices.com/
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