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INTRODUCCIÓN

1. LA PARED CELULAR DE Saccharomycescerev¡s¡ae.

1. Introducción.

La pared celular fúngica es una estructura rígida, situada entre la membrana
plasmáticay el medio extracelular,esencialparael mantenimientode la integridadcelular.
Sin estaprotección,las célulasseusaríancomo consecuenciade cambiosde osmolaridaden
elmedioen el que seencuentran.Ademásdeproporcionarun soportemecánicoa la célula,la
paredcelulartambiéndeterminasuforma, tantoduranteel ciclo vegetativode la célulacomo
durantelos procesosde apareamiento,esporulacióny formación de pseudohifas;modula la
entradaselectivade moléculas,actuandocomo un filtro, y media las interaccionesentre
células (Cid a’ al., 1995). La importancia de esta estructurapara la célula se pone de
manifiestoen la gran inversiónmetabólicaque suponepara ésta,ya que la pared celular
constituyehastaun30%del pesosecode lacélula(Orlean,1997).

Laparedcelularno esunaestructurainerte;muy al contrario,setratade unaestructura
dinámica,que sufremodificacionesimportantes,tanto en forma comoen composición,a lo
largo del ciclo celulary en respuestaadistintosestímulos,en procesoscomo la emergenciay
crecimiento de la yema, crecimiento del shmoo y apareamiento,formación del septo,
separacióncelular,esporulación,y transicióndimórfica (Klis, 1994).Precisamentedebido a
estos cambios, la pared celular de la levadura Saccharomycescerevisiae constituyeun
excelentemodelo de morfogénesiscelular (Cabibet al., 1997; Orlean, 1997). Todasestas
alteracionesrequierenuna fina regulación,de maneraque la síntesisy degradaciónde los
polimeros que constituyen la pared celular estén equilibradas,y el transporte de los
componentesde la paredestédirigido a los lugaresdondeéstosson requeridos.Así, los
procesosde biosíntesisde la paredcelularrespondena controlesde ciclo celular y a señales
medioambientales(Cid et al., 1995).

La biosíntesisy ensamblajede la paredcelularpresentanun considerableinterésdesde
el punto de vista farmacéutico.Debido a que se trata de una estructuraesencialpara las
células, y dado que estaestructurano existeen cucariotassuperiores,un conocimientomás
profundo de la misma podría conducir a la identificación de potencialesdianaspara el
desarrollode agentesantifúngicosde acciónselectiva(Klis, 1994; Orlean, 1997). En este
sentido,5’. cerevisiaeconstituyeun modelo de estudiode laparedcelularde distintoshongos
patógenoscomoCandidaalbicansy Aspergillus.

2. Composicióny organizaciónmolecular.

La levadura 5. cerevis¡aees el principal modelo experimentalutilizado en el estudio
de laparedcelular.Se conoceen profundidadla composiciónquímicade estaestructura,pero
la comprensióndeaspectoscomo la interacciónde los distintoscomponentesy su ensamblaje
esaúnlimitada.

La pared celular está constituida por tres macromoléculas:glucano, quitina y
manoproteinas,todos ellos interconectadosmedianteenlacescovalentes(Kollár et al., 1997)
(fig. 1). Esta estructuraestá dispuestaen capas,segúnse observamediantemicroscopia
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en fuentesde carbonopobres,de maneraindependientede calmodulina(Zhao et al., 1998).
Existe un tercergenhomólogoal quepor similitud sehadenominadoFKS3. Sudeleciónno
provocaun fenotipoapreciableen célulassilvestres,y no agravala sensibilidada calcolluor
de los mutantesflstXyjks2A(Ram ¿ia/., 1996).

Lasubunidadregulatoriade la actividadf3-l,3-glucánsintasa,que fue copurificadacon
la subunidadcatalítica a partir de preparacionesde membrana,ha sido identificadacomo
Rholp (Orlean,1997).Estaproteínapertenecea la familia de las GTPasas,y esesencialpara
el mantenimientode la integridadcelular.Además,Rholp tiene otras dos funcionescomo
reguladorde la síntesisde la pared celular y de la morfogénesis.Rholp activa la protein
kinasaC (Pkclp),quea suvezforma partede la rutade transducciónde señalesquecontrola
la integridadcelular (véaseel apartado5 de estecapitulo). Por otra parte, Rholp también
puedeestarimplicadaen laorganizacióndel citoesqueletode actinaen la puntade layema.

Se han identificado varios genesmás implicadosen la síntesis del ¡3-1,3-glucano.
KNR4 fue donadoporcomplementaciónde un mutanteknr4, seleccionadoporsuresistencia
a la toxina killer K9 de Hansenulamnrakll, un inhibidor selectivo de la síntesisde [3-1,3-
glucano(Hong eta!., 1994).La deleciónde estegenprovocauna disminuciónen los niveles
de ¡3-1,3 y 3-1,6-glucanoy en la actividad 3-1,3-glucánsintasa,ademásde un aumentoen la
cantidadde quitina. KNR4ISMIJcodifica unaproteínanuclearquepodríaestarimplicadaen
la regulaciónde la síntesisde laparedcelular.Recientementeestemismogenha sido donado
como supresorde mutanteshipersensiblesa calcoflúor cwh, deniostrándoseque el efecto
supresorva acompañadode unareducciónen los nivelesde los mRNA correspondientesa las
quitín sintasasChsIp, Chs2py Chs3p(Martin el al., 1999). EstosdatossugierenqueKVR4
pueda tener un papel regulatorio en la deposición de quitina y en el ensamblaje de la pared
celular. El uso de la toxina K9 de H tnrakii ha conducido a la donación de otro gen
relacionado con la síntesis del [3-1,3-glucano.HKR] confiere resistencia a la citada toxina
cuandoessobreexpresado(Yabeet al., 1996).La eliminacióndel dominio de unión a calcio
de Hkrlp, que se localiza en la membranaplasmática,originaun descensoenlos nivelesde 13-
1,3-glucano y en la actividad3-1,3-glucánsintasa.

GNS] fue donadoporcomplementaciónde unamutaciónqueconferíaresistenciaaun
análogo de papulacandina, un inhibidor de la síntesis de ¡3-1,3-glucano (el-Sherbeini y
Clemas, 1995). Los mutantes gnsl muestran una reducción drástica de la actividad 13-1,3-
glucán sintasa, y además GNSJ interacciona genéticamente con FKSJ, por lo que se ha
propuesto que Gnslp podría ser la subunidad de unión del citado inhibidor a la ¡3-1,3-glucán
sintasa.

Una vez sintetizadas, las cadenas lineales de 3-1 ,3-glucano han de incorporarse a la
pared celular en crecimiento,procesoque debe de implicar a enzimasremodeladorasy
ensambladoras. Bgl2p, una proteínade paredextraible con agentesreductores(Cappellaroet
al., 1998;Klebl y Tanner,1989),presentaactividadendo-¡3-1,3-glucanasa(Mrsaelal., 1993),
y recientemente se ha demostrado que es además una glicosil transferasa que cataliza la unión
de dos cadenas de [3-1,3-glucanomediante un enlace ¡3-1,6 (Goldman el al., 1995). Éste
podría ser uno de los mecanismos de incorporación del [3-1,3-glucanoa los polisacáridos de la
paredexistente,permitiendola expansióncelular(Orlean, 1997).

Recientementesehadescubiertoel papelde la glicoproteinaGaslpenel ensamblaje
del 3-1,3-glucanode la pared celular. Esta enzima, localizadaen la cara externade la
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membrana plasmática, presenta actividad ¡3-1,3-glucanosil transferasa, catalizando la
hidrólisis y posterior transferenciade unacadenade ¡3-1 ,3-glucanoal extremoreductorde otra
cadena similar (Mouyna et cd., 1999; Popolo et al., 1999a). La cadena transferidapodríaser
una cadena de ¡3-1,3-glucanode nuevaformacióno procederde los módulosconstituyentesde
la pared celular (Popolo y Vai, 1999b). A la vista de estedescubrimientosecomprendela
observación previa de la liberaciónde 3-1,3-glucanoy manoproteinasunidasa restosde [3-1,6
y 13-1,3-glucano al medio que tiene lugar en los mutantes gasJA (Ram et al., 1998a).

2.2. ¡3-1,6-glucano.Estructura y síntesis.

Este componenterepresentaaproximadamenteel 10% del peso seco de la pared
celular. Se trata de un polisacáridomuy ramificado,constituidopor 140-350unidadesde
glucosaunidas entre sí fundamentalmentemedianteenlaces3-1,6, y con una pequeña
proporciónde uniones13-1,3.El ¡3-1,6-glucanotieneun papel importanteen la organización
de la paredcelular,siendola moléculacentralqueune o enlazatodos los componentesde la
misma(Kapteyneta!., 1996;Kapteyneta!., 1997;Kollár eta!., 1997).

El 13-1,6-glucanoformapartedel receptoral que debeunirse la toxina killer Kl en la
superficiecelular para despuésejercer su acción, mediantela formación de poros en la
membranaque ocasionanen última instanciala muertecelular (Hutchins y Bussey,1983).
Estaobservaciónfue labasedevariosrastreosenbuscade mutantesresistentesa estatoxina,
los cualeshan proporcionadogran cantidadde información sobre la biosíntesisde este
polímero(BooneetaL, 1990; Brown elaL, 1993b»Los mutantesaislados,denominadoshe
(Killer REsistant),presentan defectos en la síntesis del 13-1,6-glucano insoluble en álkali y
nivelesanómalosde [3-1,3y ¡3-1,6-glucano(Orlean,1997).Algunosde los mutantestambién
presentan alteraciones en N- y O-glicosilación. Los genes KRE,y sus supresoresextragénícos
y sintéticos letales, codifican diversas proteínas intra y extracelulares. La localizaciónde
éstas, muchas de ellas en compartimentos secretores, junto con los fenotipos mostrados por
los mutantes, sugieren que el proceso de biosíntesis del 3-1,6-glucano tiene lugar en varias
etapas intracelulares a lo largo de la ruta de secreción, y es completadoen lasuperficiecelular
(Roemer et al., 1994) (fig. 3). La función concreta de los genes KJ?E no ha sido aún
caracterizada (con la excepción de KRE2),de modo que los pasos en los que se sintetiza el 3-
1,6-glucano son todavíadesconocidos.

KRESparece tener su función en una etapa muy temprana de la síntesis de 13-1,6-
glucano. Los mutantes delecionados en estegen crecende forma extremadamentelenta, y
prácticamente no contienen ¡3-1,6-glucano insoluble en álkali (Meaden et al., 1990). En
algunos fondos genéticos esta deleción es incluso letal. La proteína Kre5p posee un péptido
señal y una secuencia HDELde retención en el extremo C-terminal, por lo que es probable
que se localice en el retículo endoplásmico. Kre5p presenta homología con la UDP-
glucosa:glicoproteina glucosil transferasa, enzima que forma parte del “control de calidad”
del plegamiento de proteínas en mamíferos (Helenius et al., 1997). Sin embargo, la
esencialidad de la función de Kre5p no está relacionada con esta actividad (Shahinian et al.,
1998).

El gen KREÓcodifica una glicoproteina de membrana de tipo II queha sido localizada
en el aparato de Golgi. Los mutantes kre6 presentan una disminución del 50% en los niveles
de 13-1 ,6-glucano (Roemer y Bussey, 1991). El gen SKNJ fue aislado como supresor
multicopia de un mutante kre6, y codifica una proteína con un 66%de homología con Kre6p
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(Roemeret al., 1993). La deleción de SKNJ no afectaa los nivelesde 13-1,6-glucano;sin
embargo la doble deleción kre6AsknlA es letal en algunosfondosgenéticos,y presentaun
crecimiento muy lento en otros, en los que provoca una reducción en los niveles de 13-1,6-
glucano de hasta el 90%. Se ha propuesto que se tratede genesredundantesquefuncionenen
rutas paralelas en la síntesis de este polimero(Roemeret al., 1993). Tanto Kre6p como Sknlp
son fosforiladas en su dominio citoplásmico, por lo que éste puede ser el mecanismo de su
regulación.Kre6p presentaademásinteraccionesgenéticascon la ruta de MAPkinasas que
controla la integridadcelular;sin embargo,su fosforilación no dependede Pkclp (Roemeret
al., 1994).

La interrupción de KREIJ provocaun descenso del 50% en los niveles de 13-1,6-
ghicano,aunqueno un defecto en el crecimiento (Brown y Bussey, 1993a). Esteglucanoes
ademásligeramentemás pequeñoque el sintetizadopor células silvestres.Krel lp es una
proteínacitoplásmica,que contieneunasecuenciaconsensoRXGGdeunióna UDP-glucosa,
el probabledonadoren la síntesisdel glucano.Estaproteínapodríafuncionar regulandola
actividadde un complejoasociadoa la membranaen la síntesisdel 13-1,6-glucano(Orlean,
1997).

KREJ codifica una proteína extensamenteO-manosilada,que presenta un péptido
señalen su extremoN-tenninaly un dominio deanclajea GPI en el extremoC-terminal.Los
mutanteskrel sintetizanun 40% de la cantidad de ¡3-1,6-glucanoencontradaen células
silvestres.Este glucanopresentalos puntos de ramificación con enlaces 13-1,3, pero las
ramificaciones no están alargadas con cadenas de 13-1,6-glucano. Krelp ha sido localizada en
la superficie celular (Boone el al., 1990), coinciendo con la predicción que se deriva de su
secuencia. Podría ser la enzima encargada de extender las ramificaciones, catalizando una
reacción de transglucosilación (Orlean, 1997). La doble deleción krelA krelíA es letal; los
experimentosde epistasissugierenque Krel lp precederíaa Krelp en la síntesisdel 13-1,6-
glucano (Brown y Bussey, 1993a).

La deleción de KRE9 provoca una disminución del 80% en los niveles de ¡3-1,6-
glucano, morfología aberrante y defectos en el crecimiento (Brown y Bussey, 1993a). El
glucanoresidualpresenteen la célulaesde tamañopequeñoy estructuraalterada.Kre9p es
una proteínarica en serinasy treoninas,que puedeser detectadaen el medio de cultivo
cuandoessobreexpresada.El mutantekre9A es sintético letal conkrelA, kre6A y krellA. La
dobledeleciónkresAkre9Ano exacerbael fenotipode los mutantes¡creSA, por lo queKre9p
debe funcionarpor debajode Kre5p. KA/Hl codifica una proteínaque muestraun 46% de
homología con Kre9p (Dijkgraaf el al., 1996).La deleciónde KA/Hl no origina ningún efecto
apreciable en la síntesis del ¡3-1,6-glucano, sensibilidad a toxina ¡ciller, o crecimiento,ni
agrava los fenotipos de los mutantes citados anteriomente. Sin embargo la deleción
simultánea de KA/Hl y KRE9 es letal, y la sobreexpresión del primero suprime los defectos
del mutante kre9A, lo cual indica que se trata de homólogos funcionales (Dijkgraaf el al.,
1996). SKN7 fue donado como supresoren multicopia de un mutante kre9A (Brown y
Bussey, 1 993a).No restauralos nivelesde [3-1,6-glucano;sin embargo,ejercealgún tipo de
efecto en la pared,ya que corrige los defectosmorfológicosy evita la liberaciónal medio de
proteínas de pared. Skn7p presenta homología con los reguladores de dos componentes
bacterianos, y se localiza en el núcleo (Brown y Bussey, 1 993a). Esta proteína podría, pues,
estar implicada en la regulación de la expresión de genes implicados en la síntesis de la pared
celular (Orlean, 1997).
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KRE2/MNTJcodifica la únicaproteínaKre a la que se ha asignadouna actividad
catalítica.Kre2p esuna 1 ,2-a-manosiltransferasaencargadade añadirel segundoy tercer
residuos de manosa en la O-glicosilación, y también participa en la N-glicosilación (Hill elal.,
1992; Lussier elal., 1999). Forma parte de una familia de proteínas de membrana (KTR,Kre-
Two-Related)localizadas en el aparato de Golgi e implicadas en la manosilación de proteínas
de pared.La deleciónde KRE2 no afecta directamente a la síntesis de 13-1,6-glucano. Sin
embargo,da lugara unaglicosilacióndeficiente,quea suvezimpide lacorrectauniónde las
manoproteinasa los glucanosde laparedcelular(Lussierel al., 1999).

Estudios recientes han implicado a otra proteína del retículo endoplásmico, Cwh4lp,
en la biosíntesis de [3-1,6-glucano(Jiang el al., 1996), aunque se ha propuesto que su papel en
este proceso sea indirecto (Abeijon y Yun Chen, 1998). Cwh4lp es la glucosidasa1
responsabledelprocesamientode las cadenasde N-glicosilación(Romeroelal., 1997).El gen
CWH4] tite donadotras una búsquedade mutanteshipersensiblesa calcoflúor (Ram el al.,
1994); los mutantes cwh4iA además son resistentes a toxina ¡fuer y presentan un descenso
del 50% en los niveles de [3-1,6-glucano(Jiang el al., 1996). CWH4i muestra interacciones
genéticas con KRE6 y KREI. Recientemente Shahinian y colaboradores (Shahinianel al.,
1998) han demostrado que un procesamiento incorrectode las cadenasde azúcaresunidasa
asparraginaoriginaunadeficienciade 13-1,6-glucano,estableciendoasí una relaciónentrela
N-glicosilación de proteínasy la biosíntesisde este polisacárido.Este autor propone la
existenciade unaunión entrelascadenasde [3-1 ,6-glucanoy las cadenasdeN-glicosilaciónde
las proteínas, mediante un enlace directo entre glucosa y manosa, o bien mediante un enlace
indirecto. Resultados obtenidos por otros autores(Kollár el al., 1997; Tkacz, 1984) también
apoyan esta hipótesis.

Se podría,pues,proponeruna ruta de biosíntesisdel [3-1,6-glucano,esbozadaen la
figura 3. La síntesisde estepolímerose iniciaría en el retículoendoplásmico,pasoen el que
intervendríaKre5p,dadasulocalizaciónen estecompartimentoy el hechode que la ausencia
de estaproteína provoque una falta casi absolutade ¡3-1,6-glucanoinsoluble en álkali.
Cwh4lp podría actuar por debajo de Kre5p, o en un complejo junto con ella. El polímero
inicial formado en el retículo endoplásmico sería completado en el aparato de Golgi mediante
la extensión de la cadena 13-1,6 y la adición de ramificacionesen [3-1,3.Kre6p podríaseruna
proteínareguladora,o sintetizarella misma el glucanoy sera su vezreguladaporKre9p (en
el lumen del aparatode Golgi) y/o Krel lp (en el citoplasma).Krelp actuaríaen un estadio
posterioren la elongaciónde las cadenasde [3-1,6-glucano,aunquese desconocesi esto
ocurreenalgúncompartimentosecretortardío, o ya en la superficie celular,por fuerade la
membranaplasmática.Kre9p tambiénpodríaejercer su acción a estenivel. Por su parte,
Sknip y Knhlp, los homólogos funcionales de Kre6p y Kre9p respectivamente,actuaríanen
una ruta alternativa minoritaria, o en determinadas condiciones de crecimiento de las células.

Recientemente se ha estudiado otra serie de mutantes implicados en la síntesis del 13-
1 ,6-glucano, que incluye a los mutantes cwh4iA,gls2A y cneiA (Shahinian a’ al., 1998). Se

trata de un grupo de mutantesque, a diferenciade los mutantes¡re, crecen normalmente e
incorporanproteínasa la pared, pero presentanigualmenteniveles disminuidosde [3-1,6-
glucano. En el citado trabajo sesugiereque a nivel del retículoendoplásmicopodríanexistir
dos rutas paralelas de biosíntesis de 13-1,6-glucano. Una de ellas, correspondiente a este
segundogrupode mutantes,implicaríaal procesode N-glicosilaciónde proteínas.Es posible
que algunas proteínasde pared se anclen a través de sus cadenasde N-glicosilación.
Probablementese trate éstede un mecanismosecundariopara las células. La segundaruta
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citoquinesis, el anillo y la mayor parte del septo primario quedan en la célula madre,
constituyendola cicatrizde gemación.

La actividad quitín sintasautiliza UDP-N-acetilglucosaminacomo donador.Esta
actividadestá localizadaen la membranaplasmática,y recientementeseha demostradoque
las quitín sintasastransitanpor la rutade secreción(Orlean,1997).La síntesisde quitinaesun
procesovectorialmedianteel cual las cadenasde quitinanacientessalena lasuperficiecelular
a travésde la membranaplasmática(Cabibel al., 1983). Se han identificadotres genesque
codifican proteínas que catalizan la síntesis de quitina, y varios otros genes que afectan a este
proceso.

La quitin sintasa 1 constituye el 90% de la actividad quitín sintasa de la célula
detectable ¡ti vitro. La proteína responsable de esta actividad es Chslp. Aparentemente, Chs lp
es la enzima encargada de reparar daños en la pared al final de la citoquinesis, contrarrestando
el efecto hidrolítico de la endoquitinasa Ctslp (Cid etal., 1995).

La actividad quitín sintasa II puede ser detectada en mutantes chsit, y es codificada
por CHS2.La expresión de CHS2está regulada por el ciclo celular, mostrando un pico justo
antes de la formación del septo primario (Orlean, 1997). La deleción de CHS2 es letal en
algunos fondos genéticos, y en otros da lugar a célulasgrandesy alargadas,conun defectoen
separación. El septo en los mutantes chs2t está muy engrosado y carece de septo primario. En
ocasiones estos mutantes son multinucleados. Estas observaciones sugieren que la función
principal de Chs2p es la síntesis del septo primario, y también es posibleque tengaalgúnotro
papel en la citoquinesis. Chs2p se localiza en el cuello entre las células madre e hija sólo al
final de lamitosis.

La quitín sintasa III es codificada por el gen CHS3 (Orlean, 1997). Los niveles más
altos de esta actividad se detectan en células en crecimiento exponencial, mientras que en la
fase estacionaria esta actividad disminuye sensiblemente. Chs3p sintetiza el 90-95% de la
quitina de la pared celular, formando el anillo de quitina tras la emergenciade la yema.Los
niveles de Chs3p son constantes a lo largo del ciclo. Sin embargo, la proteína se localiza en
los lugares de crecimiento polarizado de forma dependiente del ciclo celular. En primer lugar,
aparece como un anillo en la superficie celular en el punto de emergencia de la yema, y se
mantiene en el cuello de la célula hija cuando ésta es aún pequeña, para luego desaparecer.
Vuelve a apareceren el cuello entrelas célulasmadree hija durantela citoquinesis.Chs3p
también es la responsable de la síntesis de la quitina en las paredes laterales, que tiene lugar
principalmente en los últimos estadios del ciclo celular (Klis, 1994).

La presencia de Chs2p o Chs3p es esencial para la viabilidad celular. Los dobles
mutantes chsiAchs2áy chsiAchs3A son viables, pero el triple mutante no lo es, y además
no es recuperable por la presencia de Chs Ip.

Existen otros genes implicados en la síntesis de la quitina. CHS4 y CHSS son
necesarios para la actividad quitín sintasa III ¡ti vivo,pudiendo ser considerados moduladores
o subunidades de dicha actividad (Orlean, 1997). La sobreexpresión de CHS4 incrementa la
actividad quitín sintasa III ¡ti vilro, mientras que Chs5p es requerida para la correcta
localización de Chs3p. Chs4p también podría tener un papel en esta localización, puesto que
interacciona con el anillo de septinas que se forma en el cuello de gemación.
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2.4. Manoproteinas.

Las manoproteinasson uno de los componentesmayoritarios de la paredcelular,
constituyendo aproximadamente el 35% del peso seco de ésta. Son polipéptidos con un alto
contenido en carbohidratos, de hasta el 95% (Lipke y Ovalle, 1998). Las manoproteinas
pueden ser componentesestructuralesde la paredcelular,o bien enzimaslocalizadasen el
espacioperiplásmícoo en la paredpropiamentedicha, con algunafunción trófica, funciones
propiasdel metabolismode estaestructurau otras funciones,por ejemploen los procesosde
floculación, adhesión, como receptores,etc. (Cid el al., 1995). En su conjunto, las
glicoproteinaslimitan la porosidadde la pareda moléculasde alto pesomolecular(Smitsel
al., 1999a;deNobeletal., 1990).

Las manoproteinassonsintetizadasintracelularmente.La unión de los azúcaresa las
proteínas se produce a través de la N- y la O-glicosilación,que tienenlugar en el retículo
endoplásmico y el aparato de Golgi durante e] tránsito de estas proteínasa lo largode la ruta
de secreción. Algunas manoproteinas reciben además otro tipo de glicosilación, una molécula
de GPJ (glicosilfosfatidil inositol), en suextremoC-terminal.A estas proteínas se las conoce
con el nombre de “proteínas GPI” (Caro elal., 1997).

Las manoproteinas constituyen una especie de material de relleno, embebido en la red
estructural de glucano y quitina. Estas proteínas pueden ser extraídas de la pared celular
mediante diferentes métodos, con arreglo a los cuales han sido ciasificadas.

2.4.1. Proteínas extraibles con SDSy agentes reductores.

Estas proteínas están unidas de forma no covalente a componentes estructurales de la
pared celular, o mediante puentes disulfliro a otras proteínas unidas covalentemente (Lipke y
Ovalle, 1998). Mediante el tratamiento con SDS y agentes reductores en caliente se puede
extraer un número variable de proteínas a partir de paredes celulares aisladas (Cappellaro el
al., 1998; Montijn el al., 1994; Mrsa el aL, 1997; Valentín el al., 1984). Sin embargo, gran
parte de estas proteínas proceden en realidad de la membrana plasmática y no de la pared
celular (Klis, 1994; Van der Vaart el al., 1996b). Con el fin de discernir entre ambas, Mrsa y
colaboradores(Mrsa el al., 1997) recurrierona marcar las proteínasextracelularescon un
reactivo no permeable,y posteriormenteextraer las proteínasa partir de paredescelulares
aisladas con SDSen condiciones reductoras, detectando nueve bandas proteicas. A partir de
células intactas también se pueden extraer proteínas de la superficie celular mediante el
tratamiento con agentes reductores (Cappellaro el al., 1998; López-Ribot y Chaffm, 1996b).
Entre las proteínas que identificaron Cappellaro y colaboradores en un extracto de este tipo, a
las cuales llamaron Scw (de SolubleCelí Wallprolein), se encuentran Exglp, Bgl2p y Ctslp,
enzimas hidrolíticas de la pared celular, y Scw8p/Ccw5p/Ccwl lp, una proteina de la familia
Pir (véase a continuación), que también se encuentra unida covalentemente a la pared. En el
mismo estudio también se detectaron una serie de proteínas desconocidas, que presentan
homologías con glucanasas.

2.4.2. Proteínas unidas covalentemente a la pared celular.

La mayor parte de las proteínas de la pared celular resistentes a la extracción con SDS
y agentes reductores pueden ser liberadas de la pared mediante el tratamiento con [3-1,3o 13-
1 ,6-glucanasas (Lipke y Ovalle, 1998; Orlean, 1997), lo cual indica que están unidas de forma
covalente a los glucanos de la pared celular. El heteropolímero de [3-1,6/13-1,3-glucanoo el [3-
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1,3-glucanoson los responsablesdel anclajede estasmanoproteinasa la paredcelular. Se
pueden distinguir dos tipos de manoproteinas unidas de forma covalente a la pared celular en
función del tipo de unión: proteínas GPI y proteínas Pir (fig. 4).

Fig. 4. Esquema de las uniones entre
las proteínas OPI y Pir y los demás
componentes de la pared celular. Las
flechas indican los extremos
reductores de las cadenas
polisacarídicas

.

Estas proteínas están unidas covalentemente al [3-1 ,6-glucano, y pueden ser extraídas
de la pared celular por digestión con [3-1,6o 13-1,3-glucanasas (Kapteyn el al., 1999a; Orlean,
1997). Mediante análisis informáticos se han identificado en el genoma de 5. cerevisiaedel
orden de 50 genes que codifican proteínas de este tipo (Caro el al., 1997; Hamada el al.,
1 998a). Estas manoproteinas presentan tres características en común (Kapteyn el al., 1999a):

— Poseen un péptido señal en el extremo N-terminal, que dirige su entrada en la ruta de
secreción.

— Son ricas en serinas y treoninas, residuos susceptibles de recibir O-glicosilación, sobre
todo en la mitad C-terminal de la proteína. La unión de gran cantidad de este tipo de cadenas
cortas de azúcares confiere a las proteínas una conformación extendida y rígida, que permite a
ciertos dominios de éstas sobresalir por encima de la superficie de membranas o paredes
(Jentoft, 1990; Lipke y Ovalle, 1998).

— Presentan en su extremo C-terminal una señal de anclaje a GPI, que consta de un
dominio de anclaje, una región espaciadorade 8-10residuos,y una secuenciahidrofóbicade
al menos 11 aminoácidos(Caroel al., 1997). El punto de unión a GPI, llamado sitio m, ha de

ser un aminoácidopequeño,y los residuosen posicionesm+1 y m+2 debenser también
aminoácidosde cadenalateralcorta(Nuoffer el al., 1993; Nuoffer el al., 1991).La unión a
OPI ha sido confirmadabioquimicamenteen las proteínasAgczlp, Gaslp,Cwplp, Cwp2py
Tirlp (Caroelal., 1997).

En el retículo endoplásmico, la secuencia señal de anclaje a OPI es eliminada y

reemplazadaporunamoléculade GPJ, que seune en el sitio m (Orlean, 1997).La molécula
de UPI tiene la siguienteestructura:fosfoetanolamina-6-Man-a-1,2-Man-ct-l,6-Man-a-1,4-
GlcN-ct-1,6-mioinositolfosfolípido (fig. 5). La a-1,2-manosaestáramificadacon unacadena
de 2 ó 3 residuosmásde manosa.Sehapropuestoque la transferenciadel GPI a la proteína
tiene lugar mediante una reacción de transamidación, en la que se forma un enlace amida
entre la fosfoetanolamina del OPI y el nuevo extremo C-terminal. Tras la unión del GPI, estas
proteínas transitan por la ruta secretora y acaban ancladasen la caraexternade la membrana
plasmática.

A) ProteínasGPI.
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entre otras, no presentanestemotivo. Se ha propuestoque el motivo dibásico podría ser
característicode las proteínasOPI localizadasen lamembrana(Caroel al., 1997) y constituir
unaseñalnegativaparala incorporaciónde estas proteínas en la pared celular (Hamada elal.,
1998a). Hamada y colaboradores también han sugerido que una región constituida por cinco
residuos aminoacídicos upstreatndel sitio cn determina la localización subcelular de las
proteínas unidas a UPI, de tal manera que la presenciade aminoácidosespecíficosen las
posiciones co-4 u o-5 y co-2 sería la responsable de la incorporación de las proteínas en la
pared celular (Hamada el al., 1998b; Hamadael al., 1999). En contraposición a este modelo,
otros autores sugieren que el papel del anclaje GPI es dirigir la localización de las proteínas a
la pared celular, basándoseen la detecciónde GasIp entrelas proteínasde paredextraibles
con glucanasas (de Sampato elal., 1999).

B) Proteínas Nr.

Recientemente estas proteínas han sido inmunolocalizadas en la pared celular, donde
confieren resistencia a osmotina, una proteína de plantas con acción antifúngica (Yun el al.,
1997). Las proteínas de la familia PIR comparten varias características (Kapteyn el al.,
1999a):

— Presentanun péptidoseñalenel extremoN-terminal.
— Contienen un punto de reconocimiento de la proteasa Kex2p tras los primeros 60-70

aminoácidos del extremo aminoterminal (Mrsa elal., 1997).
— Su secuencia presenta varias repeticiones internas, de ahí su nombre (PIR, Protetnswiíh

InfernalRepecís).

Las proteínasPi- puedenserextraídasde la paredpordigestióncon [3-1,3-glucanasas
(Kapteynel aL, 1999b) o mediante un tratamiento suave con álkali (Mi-sa eta?., 1997). Estas
proteínas están muy O-glicosiladas, pero al contrario que las proteínas GPI, no presentan una
señal de anclaje a GPI. El hecho de que estas proteínas puedan ser liberadas de la pared
mediante la incubación en un álkali débil, un tratamiento que conduce a la eliminación de la
O-glicosilación en un procesodenominadobeta-eliminación,podría indicar que la unión de
las proteínas Pir a la pared celular se produce a través de sus cadenas de O-glicosilación
(Mrsa el al., 1997).

Recientemente se ha demostrado que Pir2p/HsplSOp/Ccw7p, una de las proteínas de
esta familia, está unida directamenteal [3-1,3-glucano(Kapteynel al., 1999b), ya que puede
ser extraída de la pared mediante la digestión con 13-1,3-glucanasa, pero es resistente a la
extracción con 13-1 ,6-glucanasa. Además, en cepas con niveles disminuidos de [3-1 ,3-glucano,
como es el caso de los mutantes jksl/x y gasJis, se ha observado un incremento en la
liberación de esta proteína al medio de cultivo.

El papel de las proteínas Pir es aún desconocido; la eliminación de alguna de ellas
provoca sensibilidad a choque térmico (Toh-E el al., 1993) o a la proteína antifúngica
osmotina (Yun el al., 1997), y la deleción múltiple de varias de ellas origina una
hipersensibilidad a calcoflúor y rojo congo, y afecta a la capacidad de apareamiento (Mrsa el
al., 1 999a). Por otra parte, en mutantes deficientes en [3-1 ,6-glucano, como los mutantes ÁreA,
se ha detectado un aumento en cl porcentaje de proteínas de pared extraibles con 13-1,3-
glucanasa y resistentes a la extracción con [3-1,6-glucanasa(Kapteyn el al., 1999b). Mientras
que en las cepas silvestres este porcentaje es del 16%, en los mutantes kreA aumenta hasta
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más del 80%. Se ha propuestoque las proteínasPir podríanformarparte de un mecanismo
compensatorio,queseactivaríaen condicionesde nivelesdeficientesde [3-1 ,6-glucano(véase
el apartado4 deestecapitulo).

2.4.3. Regulación de la expresión de las proteínas de pared.

La expresión de numerosas proteínas de la pared celular se ve afectada por las
condiciones ambientales y la disponibilidad de nutrientes (Kapteyn eta?., 1999a; Smits elal.,
1999a}. El ejemplo más patente es el de las proteínas de adhesión sexual, Agalp y Agcúlp,
cuya transcripcióny expresiónseinducenenpresenciade la feromonade tipo sexualopuesto
(Lipke y Kurjan, 1992).Flolp, implicadaen la floculación,es inducidapor la depleciónde
nutrientes,y Sedlp es una de las proteínasmayoritariasen células en fase estacionaria.
Cuando las célulasacometenla esporulación,se producenvariaciones,tando de aumento
como de disminución, en la transcripción de varios genes codificantes de proteínas de la pared
celular(Chu el al., 1998).Estudiosrecientesde transcripciónbasadosen la tecnologíade los
microarraysde DNA hanmostradoque el patrónde proteínasexpresadasen medio rico es
distinto al de las proteínas expresadas en medio mínimo; por ejemplo, UTR2, un gen que
codifica una presuntaproteínade paredcelular, es cinco vecesmás abundanteen células
crecidas en medio rico que en células incubadas en medio mínimo (Kapteyn etal., 1999a).

Asimismo, la expresión de muchas de las proteínas de pared está regulada por el ciclo
celular (Smits el al., 1999a). Caro y colaboradores han analizado la transcripción de varios
genes codificantes de proteínas de pared a lo largo del ciclo celular (Caro el al., 1998),
encontrando que en todos ellos ésta estaba regulada. CWPI, CWP2y TZR! se expresan en las
fases S/G2, SED] en la fase M, y TIPI en la fase 01 temprana. EGT2 se expresa entre el final
de la mitosis y la fase 01 temprana, y en los mutantes egt2la separación celular está retrasada
(Kovacech et al., 1996), lo cual indica que Egt2p actúa después de la citoquinesis. Los
estudios a gran escala de la transcripción en 5. cerevtsiaemuestran que aproximadamente el
50%de los genes que codifican proteínas de pared están regulados de manera dependiente del
ciclo celular (Smits el al., 1999a). Aunque hay genes que se expresan específicamente en cada
fase del ciclo, la mayoría de ellos se expresan al final de la fase My principio de la fase 01.
Además, algunas de las proteínas de la pared celularestánlocalizadasen regionesespecíficas
de esta estructura, lo cual contribuiría también a su regulación (Smits elal., 1 999b).

3. Organización modular de la pared celular.

Todos los componentes descritos se unen de forma covalente para formar complejos
macromoleculares, que a su vez son ensamblados dando lugar a la estructura de la pared
celular (fig. 2). Para estos complejos se ha venido utilizando la denominación de “módulo de
construcción” (Lipke y Ovalle, 1998). El módulo estaría formado por una cadena de 13-1,3-
glucano, unida (al [3-1,6-glucanoy) a la manoproteina. La relación molar entre [3-1,3-glucano,
[3-1 ,6-glucano y manoproteinas en la pared es de 1:1:1, lo cual concuerda con el concepto de
los módulos (Klis el al., 1997). La quitina está en una relación mucho menor, de manera que
el número de cadenas de quitina es equivalente al número de cadenas de f3-1,3-glucano
soluble en álkali (aproximadamenteun 40%). Así pues,una fracción minoritaria de los
módulos estaría también unida a la quitina a través del 13-1,6 o del [3-1,3-glucano(Lipke y
Ovalle, 1998). Los módulos se asocian mediante interacciones no covalentes y enlaces
covalentes.
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4. Mecanismocompensatorio.

La pared celular fúngica es una estructura esencial para el mantenimiento de la
integridad celular, y como tal, es lógico que las células posean mecanismosdestinadosa
salvaguardar esta estructura. Por ejemplo, la mayoría de los genes que codifican proteínas
implicadas en la biosíntesis de los componentes de la pared celularson redundantes, es decir,
existen varias proteínas que pueden ejercer la misma función y sustituir así la falta de alguna
de ellas en un determinado momento (Orlean, 1997).

Por otra parte, observaciones recientes han llevado a proponer la existencia de un
mecanismo compensatorio que se activaría cuando la pared celular estuviera dañada, con el
fm de asegurar la integridad celular. Este mecanismo fUe descrito por primera vez por Popolo
y colaboradores (Popolo el al., 1997), que observaron un incremento en la cantidad de quitina
en la pared celular de mutantes gasJA, los cuales presentan niveles disminuidos de [3-1,6-
glucano insoluble en álkali y de 13-1 ,3-glucano. Este aumento de quitina resultaba además ser
esencial para la viabilidad celular. Igualmente, la deleción de FKS¡, la subunidad catalítica de
la 13-1,3-glucán sintasa, provocaademásde un descensoen los nivelesde [3-1,3-glucano,un
marcado aumento en la deposiciónde quitina en la paredcelular (Kapteynel al., 1997). Este
cambio no afecta únicamente a los niveles de quitina, sino también a la arquitectura de la
pared. Mientras que en células silvestres solamente el 2% de las proteínas unidas
covalentemente a la pared están unidas directamente a la quitina a través del [3-1,6-glucano,
este porcentaje aumenta hasta el 40% en los mutantesJkslAy gas)A(Kapteynel al., 1997).
El aumento en los niveles de quitina ha sido observadoen una ampliavariedaddemutantes
afectados en diversos procesos relacionados con la pared celular (tabla 1) (Dallies elal., 1998;
Kapteyn el al., 1999b), lo cual sugiereque el aumento de la deposición de quitina en las
paredes laterales constituye un mecanismode reparacióngeneralizado,dirigido a compensar
daños en la pared y asegurar así la integridad celular.

Tabla 1. Mutantes afectados en procesos relacionados con la pared celular que presentan niveles altos
de quitina en esta estructura (Kapteyn eta?., 1999a).

Mutante Fenotipo relacionado con la pared Referencia

civhó/gpí3 Incorporación deficiente de proteínas de pared celular (Ram el al., 1994;
Vossen et al., 1997)

jksJA Niveles disminuidos de 13-1 ,3-glueano (Kapteyn el al., 1997;
Ramel al., 1998a)

gasJis Nivelesdisminuidosde 13-1,3-glucano (Popoloelal., 1997)
knr4á Nivelesdisminuidosde [3-1,3-glucano (Hong elal., 1994)
¡<reJA Nivelesdisminuidosde 13-1,6-glucano (Kapteynel al., 19991,)
kre5á Niveles disminuidosde [3-1,6-glucano (Kapteyneta!.,1999b)
¡<re 6A Nivelesdisminuidosde ¡3-1,6-glucano (Kaptcynel al., 1999a;

Ramel al., 1994)
mnn9/cwhl DeficienciaenIaN-glicosilacióndeproteínasde pared (Lussiereral.,1997;

Ramel al., 1994)
pmrJpmt2 Deficienciaenla O-glicosilaciónde proteínasdepared (Gentzschy Tanner,1996)

En los mutantesdelecionadosen los genesGASJy FKSJseha observadotambiénuna
mayor cantidadde mananoen la paredcelular y un incrementode los niveles de CwpIp y
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Fks2p, que podrían igualmente formar parte de reaccionescompensatoriasencaminadasa
mantener la integridad celular (Ram el al., 1998a). Por otra parte, como ya se ha comentado
anteriormente, en los mutantes kreA, que liberangrancantidadde proteínasGPI al medio por
un fallo en el anclaje al [3-1 ,6-glucano, se ha observado un incremento en los niveles de
proteínas Pir, ancladasa travésdel 13-1,3-glucano,en la paredcelular,ademásde un aumento
en la expresión de estas proteínas (Kapteyn et al., 199%). Los mutantes ¡<reis también
presentan un incremento en los niveles de [3-1,3-glucano, además de un gran aumento en la
transcripción de FKS2 (Kapteynel al., 1 999b). Todos estos fenómenos parecenformarparte
de uno o varios mecanismos compensatorios, que se activan en condiciones de daño o
debilitamiento de la pared celular.

5. Mantenimiento de la integridad celular. La ruta de MAPkinasas mediada por Pkclp.

La biogénesisde la paredcelular estáreguladatanto por controlesde ciclo celular,
comopor los programasde desarrollocelularo por las condicionesambientales.Lasíntesisy
ensamblaje de los componentes de esta estructura ha de estar muy controlada, de manera que
en todo momento se mantenga la integridad celular. Algunos defectos muy graves en la
síntesis de componentes específicos de la pared celular provocan una fragilidad osmótica,
aunque, como ya se ha comentado, 5. cerevis¡aepuede tolerar e incluso contrarrestar cambios
considerables en la composición de su pared celular.

La ruta PKC está constituida por una cascada de MÁPkinasasque comprendela
MAPKKKBcklp, las MAPKK redundantes Mkklp y Mkk2p, y la MAPKSlt2p. Esta
cascadaesactivadapor Pkclp, que probablementefosforila residuosespecíficosde sermay
treonina en Bcklp, conduciendo a la fosforilación secuencial de los demás componentes del
módulo (Heinisch el al., 1999) (fig. 6). Las mutaciones en los distintos componentes de la
ruta de transducción de señales mediada por la proteína Slt2p provocan fragilidad osmótica, lo
cual se pone de manifiesto ya que los mutantes deficientes en alguna de las proteínas que
componen esta ruta usan a temperaturano permisiva(3 WC), y este defecto es remediable por
la adición de una alta concentración de sales o sorbitol a concentración 1 M al medio de
cultivo (Heinisch el al., 1999). Estas observaciones indican que la ruta de MAP kinasas
mediadapor Pkclp estáimplicadaen el mantenimientode la integridadcelular, y que posee
unpapelreguladoren labiosíntesisde laparedcelular(Heinischel al., 1999; Orlean,1997).

La ruta de integridad celular se induce en periodos de crecimiento polarizado, durante
el crecimiento de la yema o la formación del shmoo,y también en respuesta a condiciones
ambientales que atentan contra la estabilidad de la pared, como son la alta temperatura, el
choque hipoosmótico, o una interferencia en la síntesis de dicha estructura (Gustin et al.,
1998). Recientemente se han descrito otros estímulos que provocan la activación de Slt2p, la
MAPKde la ruta, como la cafeína y el vanadato (Martin et al., 1999). Por otra parte, Slt2p

también está activada de forma constitutiva a 240C en diversos mutantes afectados en la pared
celular, como gasJIX,frsl/.s.(de Nobel elal.) y ecm33A (Vázquez, 1999).

Numerosos mutantes afectados en los procesos de síntesis de componentes de la pared
celular presentan letalidad sintética con mutantes de la ruta PKC. Además, en algunos casos,
los alelos silvestres de dichos genes pueden suprimir la lisis de mutantes pkcJA (Orlean,
1997). Por ejemplo, los mutantes kre2A, kre6á y ¡cre] lix son sintéticos letales con pkcJ/x, y
además kreóix es también sintético letal con slt2/x y mkklixmkk2A(Roemer eta!., 1994). Los
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F¡g. 6. Representaciónde los componentesprincipales de la ruta mediadapor Pkclp en levaduras. Las
flechas punteadasindican activación de la ruta a través de mecanismosaún desconocidos.
ReproducidodeHeinischel al., 1999.

dobles mutantesfrslixpkclis y gasJApkcJAtambiénsonsintéticosletales(Garrett-Engeleel

al., 1995; Popolo el al., 1997). Por otra parte, el mutante s112Apresenta letalidad sintética con
ifislis (Garrett-Engele el al., 1995), con gaslis (L. Popolo, comunicación personal) y con
ochlix (Lee y Elion, 1999), y el doble mutante sll2tx rnnn2ix muestra un crecimiento muy
lento (Nakamura eta?.,1997; Rayner y Munro, 1998).

Entre los componentesquefuncionanupstreamo por encima de esta ruta se encuentra
Rholp (Heinisch el al., 1999). Esta proteína pertenece a la familia de proteínas GTPasas
pequeñas,y está a su vez reguladapor los GEFs (factores de intercambio GDP/GTP)
codificados por ROMI y ROM2 (Ozaki el al., 1996),y por dos GAPs (proteínas activadoras
de la actividad GTPasa), codificadas por BEM2 y SAC7(Peterson el al., 1994; Schmidt elal.,
1997). Recientemente se ha demostrado el papel de Rom2p en el control de Rhoip en
respuesta a alteraciones de la pared celular (Bickle el al., 1998). Rholp interviene en el
mantenimiento de la integridad celular no sólo activando la ruta de MAPkinasas a través de
Pkclp, sino también por su función en la biosíntesis de la pared celular como subunidad
reguladora del complejo de la [3-1,3-glucánsintasa (Qadota elal., 1996).

Se ha propuesto que la activaciónde la ruta PKC puedeproducirseen respuestaa
alteraciones mecánicas en la membrana (Kamada el al., 1995). En presencia de defectos en la
pared celular, la membrana plasmática podría ser capaz de “estirarse” y detectar así el
debilitamiento de la pared. De hecho, la ruta PKCse activa en respuesta al tratamiento con
compuestos que producen un estiramiento de la membrana plasmática por insertarse en su
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cara interna. Esta hipótesis también explicaría la activación de la ruta en respuesta a alta
temperatura, ya que estooriginaríaun aumentoen la fluidez de la membrana.

Independientementede queésteseael mecanismoquedisparala señalizacióna través
de esta ruta, se han identificado posiblessensoresde las perturbacionesen la superficie
celular. Uno de estos sensoreses la proteínaSlglpIWsclpñ-lcs77p,que pertenecea una
familia de proteínashomólogasconstituidapor cuatrocomponentes(Wsclp-Wsc4p)(Venia
elal., 1997).Slglp esunaproteínade membranade tipo 1, que esnecesariaparala activación
de la cascadade MAP kinasasmediadaporSlt2p en respuestaa estréstérmico. Sin embargo,
no seconoceaún el mecanismoporel cual la señalestransmitidahaciaPkcIp. Otro de los
posiblessensoresextracelularesesMid2p, que presentasemejanzasestructuralescon Slglp.
Mid2p ha sido localizadaen la membranaplasmática,y su presenciaresultaesencialparaque
se produzcala fosforilación en tirosina de Slt2p tras la exposicióna alta temperatura,
calcoflúor y feromonas(Ketela et al., 1999). Además, la deleción de MJD2 reduce la
activaciónde Slt2p en respuestaa vanadatoy choquetérmico,aunqueno la queseproduceen
respuestaa cafeína(Martin el al., 1999).Tampoco en estecasose conocecómo la señal es
transmitidahaciaPkcIp. Unaposibilidadquesehapropuestoesque seanRom2p, la GEFde
Rholp, y Tor2p, una fosfatidilinositol-4-kinasaactivadora de Rom2p, las proteínas
encargadas de transmitir la señal hacia Rholp (Smits eta?., 1999a).

En cuanto a las dianas de esta ruta reguladora de la integridad celular, se han
identificado varios genes cuya expresión depende de Slt2p (Igual el al., 1996; Zhao el al.,
1998), que codifican enzimas implicadas en la biosíntesis de la pared celular: FKS] y FKS2,
que codifican subunidades catalíticasde la [3-1,3-glucánsintasa,MJ’.WJ, que codifica una a-
1,3-manosil transferasa,GAS], que coditica una (3-1,3-glucanosil transferasa, KRE6,
implicado en la síntesis del 13-1,6-glucano, y CHS3, que codifica una quitín sintasa.No
obstante, la base molecular de esta regulación es aún desconocida.Se han identificado dos
dianas de fosforilación de Slt2p (revisado en Heinisch el al., 1999). Una de ellas es el factor
transcripcional SBF (de SCB-b¡nd¡ngfactor), un heterodímero compuesto por las proteínas
Swi4p y Swi6p, que regula el ciclo celular y el crecimientopolarizado,principalmenteen la
transición de las fases Cl a S. Los mutantes swi4A y swi6A presentan una pared celular
debilitada, y además, varios genes codificantes de proteínas relacionadas con la biosíntesis de
la pared celular presentan elementos SCB en sus regionespromotoras(Horak el al., 1999;
Igual el al., 1996). El factor SBF participa en la regulación por ciclo celular de genes
implicados en la biosíntesis de la pared celular citados anteriormente (Igual cIa?., 1996). La
otra diana de Slt2p es RlmIp, un activador transcripcional cuya deleción no manifiesta un
fenotipo tan severo como la mutación de otros componentes de la ruta (Watanabe el a?.,
1995). El análisis, mediante microarrays de DNA, de la expresión de todo el genoma de
5. cerevisiae en respuesta a la activación de la ruta PKC ha identificado 23 genes cuya
transcripción está regulada por esta ruta de integridad celular (Jung y Levin, 1999). La
mayoría de estos genes codifican proteínas localizadasen la pared celular o enzimas
implicadas en su biosíntesis,y la regulación de todos ellos, a excepciónde FKS2, es
dependientede Rlmlp.

Recientementesehapropuestoque unasegundacascadade transducciónde señales,a
la quesehadenominadorutaSVG (de STE-VegetativeGrowth)podría funcionar, en parte, en
el mantenimiento de la integridad celular de forma paralela a la ruta PKC(Lee y Elion, 1999).
Dicha ruta está constituida por las proteínas Ste2Op, Stel lp, Ste7p, Ksslp y Stel2p (fig. 7), y
regula la expresión de, entre otros genes, FKS2.
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F¡g. 7. Modelo propuesto para la ruta 8VO (STE-
Vegetative Growth) de mantenimiento de la
integridad de la pared celular.
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II. PROTEOMA Y PROTEÓMICA

1. Introducción.

Los rápidos avancesconseguidosen la tecnologíadel DNA estánpermitiendola
secuenciación sistemática de los genomas de diversos organismos. En los últimos cuatro años
se ha completado la secuenciación del genoma de varios procariotas, y también de dos
organismos eucariotas (Wilkins el al., 1997; Williams, 1999). La levadura Saccharomyces
cerevisiaefue el primer eucariota unicelular cuyo genoma fue secuenciado (Goffeau el a?.,
1 996b), y recientemente se completó la secuencia de un organismo eucariota pluricelular, el
nematodo Caenorhabditis elegans (The C. elegans Sequencing Consortium, 1998).
Actualmente están en proceso varias iniciativas adicionalesde secuenciaciónde genomas;
muy pronto veremos las secuenciascompletasde Drosophila inelanogaster,Arabidopsis
thaI/ana y de otros organismos (Humphery-Smith et al., 1997; Williams, 1999).
Recientemente hemos asistido a un hito histórico, la secuenciación del primer cromosoma
humano completo, el número 22, y se prevé que en el plazo de un año se complete la
secuencia de todo el genoma humano.

Todos estos proyectos de secuenciacióna gran escala de los genomas de diversas
especies están proporcionando una ingentecantidadde secuenciasde DNA conextraordinaria
rapidez. Sin embargo, aún se desconoce la función biológica de la mayoría de las proteínas
codificadas por los marcos abiertosde lectura detectados,e incluso si realmenteéstos se
expresan, en qué condiciones lo hacen, y si el producto génico sufre algún tipo de
procesamiento (Dove, 1999; Humphery-Smith et al., 1997). Así pues, el siguiente paso en la
era post-genómica debe ser esclarecer estas cuestiones y asignar una frnción a los nuevos
ORFs descubiertos.

La Proteómica es uno de los campos que puede ayudar a establecer una conexión entre
las secuencias genómicas y su comportamiento biológico (Blackstock y Weir, 1999; Dove,
1999; Wilkins el a?., 1997), constituyendo una herramienta importante en el análisis funcional
de genes de función desconocida. Su utilidad y aplicabilidad se han puesto de manifiesto por
el extensonúmerode publicacionesy conferenciasque han hechoreferenciaa estanueva
disciplinaen los últimos años.El término“proteoma”aparecióporprimeravezen la literatura
en 1995 (Wasingerel al., 1995), y designa el conjunto de PROTEínas expresadas por un
genOMA, una célula o un tejido (Wilkins el al., 1996).La Proteómica consiste, pues, en el
estudio a gran escala de los productos génicos de un genoma desde un punto de vista
dinámico -niveles de proteína, modificaciones post-traduccionales, interacciones entre
proteínas, etc.- con el fin de obtener una visión global e integrada de los procesos celulares
(Anderson y Anderson, 1998; Blackstock y Weir, 1999).

2. Electroforesis bidimensional.

La electroforesis bidimensional en gel de poliacrilamida (2D-PAGE) permite separar
hasta miles de proteínas en un solo experimento, y constituye actualmente el método más
eficiente para la separación de mezclas muy complejas de proteínas (Blackstock y Weir,
1999; Celis y Gromov, 1999; Wilkins el al., 1997). Desde su desarrollo en 1975 (OFarrelí,
1975), la técnica ha experimentado importantes progresos que han hecho factible el análisis
proteómico. La Proteómicase desarrolló a partir de la tecnologíade la electroforesis
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bidimensional,y éstacontinúay continuarádesempeñandoun papel clave en los proyectos
proteómicos (Celis y Gromov, 1999; Humphery-Smith el al., 1997).

La electroforesisbidiinensional estábasadaen una separaciónde las proteínasen
función de la carga, seguida de una separaciónen función de la masamolecular. La
separación en la primera dimensión se realizamedianteisoelectroenfoque(IEF), duranteel
cual las proteínas son separadasen un gradientede pH hastaquealcanzanunaposiciónen la
que su carganetaescero, es decir, su punto isoeléctrico.En una segundadimensión, las
proteínas son separadas medianteelectroforesisenpresenciade SDS(Laemmli, 1970).La alta
resolución de la técnica se debe a que las dos separaciones se basan en parámetros
independientes.

La innovación clave para la electroforesis bidñnensional fue el desarrollo de geles con
un gradiente de pH inmovilizado (IPO) (Bjellqvist el al., 1993a; Bjellqvist el al., 1993b). El
gradiente de pH inmovilizado elimina los problemas de inestabilidad del gradiente y baja
capacidad de carga que iban asociados a los gradientes de pH preparados con anfolitoscarrier
(Celis y Gromov, 1999; Wilkins el al., 1997). En los geles con IPO, el gradiente es generado
por las llamadas“inniobilinas”, y estáco-polimerizadocon la matriz de acrilamidadel gel.
Estesistemahapermitidomejorarenormementela resolucióny reproducibilidadde los geles,
asi como aumentarla cantidadde proteina que puedesercargada(Bjellqvist el al., 1993a;
Bjellqvist el al., 1993b). La reproducibilidadconseguidacon los IPOs ha hecho posible
incluso la comparación de mapas entre distintos laboratorios, facilitando así el intercambio de
información(Blombergel al., 1995; James, 1997). Por otra parte, la posibilidad de realizar
separacionespreparativas aumenta las probabilidadesde éxito en análisis posteriores
(Humphery-Smithel al., 1997).

Existen además otras áreas en las que también se han realizado avances importantes
(Celisy Gromov,1999; Wilkins el al., 1997).La solubilizaciónde las muestrasesun proceso
clave en la electroforesis bidimensional. La incorporación de nuevos aditivos ha mejorado la
solubilización de las proteínas durante el isoelectroenfoque, facilitando la transferencia de las
mismas al gel en la segunda dimensión (Herbert, 1999). El hecho de que los geles con IPO
comerciales se suministrenen forma deshidratada,y la posibilidad de aplicar la muestraen
cualquier punto de los mismos permitieron la puesta a punto de un procedimiento para cargar
ésta durante la rehidratación del gel, que evita la pérdida de muestra por precipitación en el
pocillo, permitiendocargarcantidadesmuchomayoresde proteína(Sánchezeta?., 1997). Por
otra parte, se han desarrolladoIPOs en intervalos estrechosde pH, con lo cual esposible
aumentar la resolución en una zonadeterminada(Righetti y Bossi, 1997).La combinaciónde
éstos con el procedimiento de carga anteriormente descrito incrementa aún más la capacidad
de los geles.

Por último, parece claro que con el fin de reducir la complejidad de las separaciones
bidimensionales de extractos celulares completos, existe una tendencia a realizar
fraccionamientos subcelulares previos (Celis y Gromov, 1999; Herbert, 1999). Esta estrategia
puede además facilitar la detección de proteínas presentes en bajo número de copias, como
suele ser el caso de proteínas reguladoras.

En cuanto a la detección, tradicionalmente se ha venido empleando el marcaje
radiactivo o la tinción con azul de Coomassie, o con plata, para conseguir mayor sensibilidad
(Wilkins el al., 1997). Recientemente se ha desarrollado un método de tinejón de plata
superficial compatible con la digestión proteica y la espectrometría de masas (Shevchenko el
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al., 1996b),aunqueel umbralde detecciónno estan sensiblecomoel conseguidocon los
protocolos más usuales. Asimismo se han comenzado a usar tinciones y marcajes
fluorescentes,que presentanuna sensibilidadcomparablea la de la plata,y tambiénpermiten
el análisis posteriorde las proteínasmedianteespectrometríade masas(Celis y Oromov,
1999;Fey elal., 1997;Valdéseta!; Wilkins eta!., 1997).

3. Caracterizacióndeproteínas.

En los proyectos proteómicos la identificación de proteínas es esencial. La
identificaciónimplica asignarun nombreo unaentradade unabasede datosa cadaproteínao
manchaproteica de un gel, para de estaforma unir genomay proteoma (Wilkins eta!., 1997).
Es el primer pasopara otros estudiosque suponenen última instanciala caracterización
funcional.Además,en el casode los gelesbidimensionales,la identificaciónde las manchas
proteicas conduce a la creación de “mapas de referencia”, que defmen las proteínas
expresadaspor un organismoo tejido en unas condicionesdeterminadas.En el ámbito
molecular, la identificación de proteínas a partir de geles bidimensionales contribuye a
verificar la información generada en los proyectos de secuenciación, permitiendo, por
ejemplo,confirmarprediccionesdemarcosabiertosde lectura.

Las proteínaspuedenser identificadaspordiversosprocedimientos,entre los que se
incluyen la secuenciación del extremo N-terminal, detección con anticuerpos específicos,
composición de aminoácidos, comigración con proteínas conocidas, y sobreexpresión y
deleción de genes (Garrelsel al., 1994; Humphery-Smith el al., 1997; Sagliocco et al., 1996;
Wilkins el al., 1997). Todos estos métodosgeneralmentesonlentos,trabajosos,o caros,y por
tanto no resultan apropiados para su utilización como estrategias a gran escala.

Debido a su rapidez y elevada sensibilidad, y a los grandes avances conseguidos en su
automatización (Patterson, 1998), la espectrometría de masas se ha convertido en el método
de elección para la identificación de proteinas a gran escala, el primer paso en el estudio del
proteoma de distintos organismos (Wilkins et al., 1997), siendo también posible la
caracterizaciónde modificaciones post-traduccionalesque pueden presentarrelevancia
fisiológica,talescomola glicosilacióny la fosforilación(Blackstocky Weir, 1999; Wilkins et
al., 1997; Williams, 1999).La estrategiageneralempleadaparala identificacióna gran escala
de proteínasmedianteespectrometríade masas(Shevchenkoel al., 1996) semuestraen la
figura 8.

4. Análisis de proteínasmedianteestrategiasbasadasen la espectrometríademasas.

El propósitodel presenteapartadoesrealizarun breve resumenexplicativo de una
técnicaquehaexperimentadoun granaugeen los últimos años,laespeetrometríade masas,y
sus aplicacionesen el análisis de proteínas.Se ha hechoénfasisen aquellastecnologías
dedicadasa la identificación de proteínasque han sido empleadasen este trabajo. Las
referencias citadas son en su mayoría revisiones recientes que pueden proporcionar
informaciónmásdetallada.

Los últimos diez añoshan contempladoun avanceespectacularen el campode la
espectrometriade masas respectoa su utilización como complementoal campo de la
Biología. Más concretamente,en la actualidad la espectrometríade masasrepresentauna
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Fig. 8. Estrategia general para la identificación de proteínas mediante espectrometría de masas.
Modificadode Shevchenkoetal., 1997.

herramienta de considerable interés para el análisis de la estructura primaria de péptidos y
proteínas. Su uso se ha ido extendiendo en los últimos tiempos, debido a la capacidad de la
técnica de solventar problemas no abordables mediante otras técnicas químicas tradicionales.
La espectrometría de masas permite determinar la masamolecularde péptidosy proteínascon
gran exactitud, usando una pequeñísima cantidad de muestra, del orden de femtomoles.
Además, esta técnica es capaz de proporcionar secuencias aminoacídicas a partir de péptidos,
incluso si éstos están presentes en una mezcla, e independientemente de que posean
modificaciones, mostrando también en este análisis una elevada sensibilidad.

Electroforesisbidimensional

Cortarmanchasdeproteína,reduciry alquilaren el gel
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Análisis mediante espectrometría de masas MALDI de alta precisión &
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4.1. Espectrometríade masas.Fundamentostécnicos.

La espectrometríade masasesuna técnicaanalíticaque consisteen la formación de
iones en fase gaseosaa partir de moléculassin carga, y la determinaciónde sus masas
moleculares.Los espectrómetrosde masasestánformadosesencialmentepor una fuente de
ionización y un analizador/detector de masas. Los iones son separadosen el analizadoren
función de la razón entre su masay sucarga(m/z), y detectados, obteniéndose un espectro de
masas, que es la representación de la abundanciade los ionesfrentea susvaloresde miz.

En la última década se han desarrollado métodos de ionización suaves, que han hecho
posible el análisis de grandes biomoléculas no volátiles (Roepstorft 1997). Las técnicas más
empleadas hoy en día para el análisis de proteínasy péptidos son la ionización mediante
electrospray(ESI, electrospray¡onisation) y la ionización por desorción mediante láser
asistidapor matriz (MALDI, matrix-assistedlaser-desorptton¡onisation), introducidasen
1988(Cany Annan, 1997).Ademásdel desarrollodeestosdosprocedimientosde ionización,
otras teenologias introducidas recientemente han contribuido a la mejora del funcionamiento y
al incremento en la sensibilidadde las espectrometríasde masasESI y MALDI. Entreestos
avances cabe destacar, en primer lugar, el perfeccionamiento de procedimientos para la
purificación de muestras en pequeña escala (microescala), tales como la extracción de
péptidosprocedentesde la digestión enzimáticarealizadaen los propios geles,el uso de
resinasempaquetadasen capilares,que permitenpurificar entre 1 y 5 ~il de muestra,y la
utilización de HPLC en pequeñaescala,con columnasde diámetrointernomenorde 1 mm.
En segundolugar, el desarrollode fuentesde electrosprayde flujo ultra-lento(<50nI/mm.),
que permiten prolongar el tiempo de análisis de la muestra, y por último, el diseño de diversas
estrategias de búsqueda por ordenador, que conduzcan a la identificación de proteínas en las
bases de datos de proteínas y DNAa partir de los datos proporcionados por la espectrometría
de masas (revisado en Carr y Annan, 1997; Wilkins eta?.,1997).

4.1.1. Espectrometría de masas MALDI-TOF.

En la espectrometría de masas de tipo MALDI los iones se originan a partir de una
muestra sólida. Las moléculas de la muestra son co-cristalizadas con un exceso de una matriz,
un compuesto orgánico que absorbe gran cantidad de radiación UV. Las moléculas de
proteínas o péptidos son ionizadas mediante pulsos de un láser Uy sobre la muestra.
Normalmente la ionización de tipo MALDI se asocia en los espectrómetros de masas a
detectores de tipo TOF (Time-of-Flight). Los iones formados son acelerados medianteun
campo eléctrico muy intenso y se hacen pasar a un tubo, al final del cual se encuentra e]
detector. El tiempo que tarda un ion en llegar al detector depende de su masa, por lo que el
valor ni/z de cada ion puede ser calculado a partir de la medición del tiempo que tarda en
llegar al detector (Patterson y Aebersold, 1995).

La espectrometría de masas MALDI-TOF es extremadamente útil para el análisis de
péptidos. Este tipo de ionización produce principalmente iones con una sola carga. La fácil
interpretación de los espectros, la rapidez del análisis, junto con la alta sensibilidad de la
técnica y la tolerancia a la presencia de sales en la muestra, hacen de ésta una técnica de
elección para el análisis de digestiones enzimáticas de proteínas (Carr y Annan, 1997).
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4.1.2.Espectrometriade masascon ionización medianteelectrospray (ESI MS).

En este tipo de espectrometría, los iones se forman a partir de una muestra en solución,
que se vaporiza haciéndola pasar a través de una fina aguja a la que se aplica una alta
diferenciade potencial. Las gotas cargadaspasana una zona depotencialmásbajo, y son
desolvatadas,adquiriendoprotoneslas moléculasde la muestra,y dando lugar a iones con
carga múltiple. Los iones se dirigen hacia el analizador y detector de masas, que suele ser de
tipo cuadrupolo o triple cuadrupolo. La sensibilidad de esta técnicaesalgomenorquecuando
se emplea la ionización de tipo MALDI (Patterson y Aebersold, 1995). Sin embargo, la
exactitud de las medidas en ESI-MS es superior, consiguiéndose de forma rutinaria una
precisión del 0.01% (Carr y Annan, 1997).

Con frecuencia, los espectrómetros de masas de este tipo están conectados on-line a un
equipo de cromatografia líquida (LC-MS). Ello es debido a que el disolvente de elección para
las muestras destinadas a ser analizadas mediante espectrometría de masas son soluciones de
solventes orgánicos volátiles en agua, con pequeñas cantidades de un ácido o una base volátil,
es decir, los mismos con los que se consigue una separaciónóptima de péptidoso proteínas
mediantecromatograflalíquida en fasereversa.El hechodeconectarambastécnicasreduceo
elimina la necesidadde fraccionarmezclascomplejas antes de su análisis, evitando pérdidas
de muestra. Además, la columna de cromatografia puede optimizarse para que la muestra a
analizar eluya con una concentración elevada a un flujo muy lento, incrementando
enormemente la sensibilidad de la espectrometría de masas.

El último avance de la espectrometríade masasESI-MS ha sido la introducciónde
microcapilaresde borosilicato recubiertosde oro para la inyección de la muestraen el
espectrómetro (Wilm et al., 1996). Esta técnica, a la que se ha denominado
“nanoelectrospray”,permiteanalizarvolúmenesde muestrade 1-2 k1 duranteun periodode
tiempo de unos 30 minutos. Ello resulta en una optimización de la señal por reducción del
mido, y la posibilidadde llevar a caboespectrometríade masasen tándemen un equipo de
tipo cuadmpolo, para determinar la secuencia aminoacídica de péptidos. La sensibilidad
conseguida es del orden de femtomoles (Wilm eta?.,1996).

4.2. Estrategias de identificación de proteínas mediante EM.

4.2.1. “Huella” de masas peptídicas.

La “huella peptídica” de una proteína, es decir, el conjunto de masas peptídicas
generadas tras la digestión específica de una proteína, constituye una de las estrategias para la
identificación de proteínas. La proteína de interés, normalmente aislada o purificada mediante
electroforesis, es fragmentada, bien química o enzimáticamente, y la mezcla de péptidos
resultante es analizada mediante espectrometría de masas MALDI-TOF para determinar sus
masas. Se genera así un conjunto de masas peptídicas, que constituye una huella característica
de esa proteína (Patterson y Aebersoid, 1995). Se han desarrollado diversos algoritmos que
comparan los conjuntos de masas peptídicas experimentales con las masas peptídicas teóricas
calculadas para cada una de las proteínas presentes en una base de datos, muchos de los cuales
están a disposición de la comunidad científica a través de Internet. La coincidencia de un
número de masas peptídicas experimentales y teóricas conduce a la identificación de la
proteína analizada. La base de este método para que la identificación sea fiable es la exactitud
en la medida de las masas peptídicas. A mayor exactitud, mayor es la confianza en la
identificación asignada. Para que una proteína sea identificada de forma concluyente, Mann y
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colaboradores proponen que al menos cinco masas peptídicas experimentales tienen que
coincidir con las teóricas, estableciendo un margen de error de 50 ppm, y siendo la cobertura
de la secuencia un mínimo de un 15%(Mann elaL, 1993).

Comoya se ha comentado, la espectrometría de masas MALDI-TOE es la técnica de
elección para la determinación de las masas de los péptidos procedentes de la digestión de una
proteína.La tripsina es el reactivo más empleado en las digestiones enzimáticas, por su alto
grado de especificidad. Esta enzima corta por detrás de aminoácidos básicos, lisina o arginina,
siempre que el residuo inmediatamente posterior no sea prolina. Los productos de la autólisis
de la tripsina pueden ser utilizados como patrones internos para calibrar el espectrómetro (M.
Ward, comunicación personal). La exactitud que se consigue en la medida de las masas
peptídicas utilizando esta técnica es muy grande, pudiendo llegar a ser del orden de 0.01-
0.05% cuando se combinan la extracción retardada de iones y un detector de tipo TOF en
modo reflector (Roepstorft 1997). La sensibilidad de la técnica estáen el nivel de sub-
picomol; existenen la literaturatrabajosque describensensibilidadesdel ordende decenasde
femtomoles(Shevchenkoeta?.,1996a; Wilm eta?.,1996).

Entrelos defectosquepuedepresentarestaestrategiade identificaciónestánla falta de
un número suficiente de péptidos que permitanuna identificación concluyente,debida a
pequeñas cantidades de muestra, y cambios no esperados en los valores de ,n/z, como
consecuencia de modificaciones de las proteínas, como glicosilación o fosforilación (Dongré
el al., 1997). Por supuesto, el requisito fundamental para este análisisesque la proteínaen
cuestión esté presente en las bases de datos, por lo que este método es ideal para la
identificación de proteínas procedentesde organismos cuyo genoma está totalmente
secuenciado,o al menos,cuyasproteínasmayoritariaslo están.Desdela secuenciacióndel
genoma completo de S. cerevistae(Goffeauel al., 1996b), algunos grupos han abordado la
identificación sistemática del proteoma de esta levadura mediante espectrometria de masas
MALDI-TOF (Larsson el a?., 1997; Sagliocco el aL, 1996; Shevchenko el a?., 1996),
demostrando su aplicabilidad para conectar genoma y proteoma. En otras ocasiones, sin
embargo, ¡a búsqueda en las bases de datos puede conducir a la identificaciónde unaproteína
homólogaprocedentede otra especie,lo cual, si se verifica medianteotros datos,puede
resultar muy útil en organismos poco caracterizados genéticamente (Cordwell el al., 1995;
Pardo ela?., 1999).

4.2.2. Espectrometria de masas en tándem y su aplicación al análisis de
secuencias peptidicas.

El criterio más determinante para la identificación de proteínases una secuencia
aminoacídica.Estainformaciónpuedeserobtenidamediantela espectrometríade masasen
tándem (MS/MS). Un espectrómetro de masas en tándem consisteen dos analizadores de
masasseparadosporun dispositivode activaciónde iones.Habitualmenteel equipoempleado
es un espectrómetro con fuente de ionización por electrosprayy detectorde tipo triple
cuadrupolo. Este diseño permite separar un ion determinado usando el primer analizador,
inducir su disociación, y analizar los productos resultantes en el segundo analizador (Patterson
y Aebersold, 1995). La técnica más empleada para la fragmentación de iones peptídicos es la
disociación inducida por colisión (CID, collision-induceddissociaíion),que supone el choque
de los iones a baja velocidad con un gas inerte como el argón. En estas condiciones,el ion
elegido (denominado ion precursor) se fragmenta por los enlaces peptídicos, dando lugar a
una “escalera” de iones peptídicos, cuyas masas son detectadasen el segundoanalizador
(fig. 9). Éstas proporcionan información estructural de la secuencia del péptido. La diferencia
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del péptidodel cual proviene,y la posiciónque ocupadentrode éste(tambiéndeducibledel
espectro MS/MS), constituye lo que se ha llamado sequencetag (fig. 10). A estos tres
criteriossepuedeañadirla especificidadde cortede la enzima.Esta“etiquetade secuencia”
esempleadapararealizarlas búsquedasen las basesde datos,que con frecuenciadan como
resultadouna única entrada(Shevchenkoel a?., 1997), identificándoseasí la proteína de
formaconcluyente.

5. Aplicaciones.

En resumen,la Proteómicaconstituye un nuevo camposurgido de las sustanciales
mejorasconseguidasen la separaciónde proteínas de forma semipreparativay en la
sensibilidadde los métodosde caracterizaciónde proteínas.Son de destacarigualmentelos
avancesen bioinformática,incluyendoel análisisde imagen,creacióny conexióndebasesde
datos, e interpretaciónde los datos procedentesde espectrometíade masas,que están
permitiendoanalizare integrarde maneramuchomáseficaztodala informacióngenerada.

Respectoa la aplicación de la Proteómicaen el estudio de S. cerevisiae, se han
publicadovarios mapasbidimensionalesde extractoscitoplasmáticos(Garrelset a?., 1997;
Perrotel al., 1999; Sánchezel a?., 1996),disponiblesa travésde Internet,en inclusosehan
realizadoanálisisproteómicosde la respuestade estemicroorganismoa diversascondiciones
de estrés(Godon el al., 1998; Norbeck y Blomberg, 1997a). Estáen marchaun proyecto
europeocon baseen el Centrefor ProteomeÁnalysis (Odense,Dinmarca),uno de cuyos
objetivos es la creaciónde mapasbidimensionalese identificación de todaslas protínasde
diversosorgánulosdeestalevadura,comomembranaplasmática,ribosomas,aparatode Golgi
o núcleo.Asimismo,otra de las iniciativas del proyectoconsisteen el análisisproteámicode
los mutantesgeneradosenelproyectoeuropeode análisisfuncional EUROFAN.

Además de proporcionarinformación básicamolecular sobre el estadocelular, la
Proteómicatiene tambiénaplicaciónen el ámbito clínico y biomédico(Blackstocky Weir,
1999; Celis y Gromov, 1999; Wilkins el al., 1997). La posibilidadde visualizar de forma
global las proteínasexpresadasporun tejido o fluido corporalmediante2-DE hapermitido la
identificación de marcadoreso patronesproteicosde diversasenfermedades(Aanstootel a?.,
1996; Celis y Gromov, 1999; Rasmussenel a?., 1996; Wilkins el al., 1997; Young y Tracy,
1995; Zerr el a?., 1996), conduciendoen algunoscasosal desarrollode nuevaspruebasde
diagnóstico.Asimismo, la estrategiaproteómicatambiénha sido empleadaen el campode la
investigaciónfarmacéuticay la toxicología,ya quepermiteevaluarcambioscuantitativosen
la expresión de proteínas o modificaciones post-traduccionalesproducidos como
consecuenciade tratamientoscon medicamentos,hormonaso tóxicos (Aicher el al., 1998;
Andersonel aL, 1995; Gravelel al., 1996). Otra de las aplicacionesque sederivande esta
tecnologíaes la identificaciónde proteínasde agentesinfecciososque sonreconocidasporel
sistemainmune.El enfrentamientode mapas2-DE de un organismoinfecciosocon suerosde
pacientesinfectadosporelmismoconducea ladetecciónde proteínasinmunogénicas(Pitarch
el al., 1999; Sánchez-Campilloel aL, 1999; Wilkins el al., 1997), que evidentementepueden
serpotencialescandidatosparaeldesarrollode vacunas.

Parececlaro,pues,el enormepotencialde la investigaciónproteómicaen el análisisde
los sistemasbiológicos,apesarde las limitacionesque aúnpresentaestecampo(Blackstocky
Weir, 1999; Celis y Gromov, 1999; Haynesel al., 1998; Wilkins el al., 1997). Los últimos
añoshan asistidoigualmenteal desarrollode herramientasenormementesofisticadasparael
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análisisde laexpresióngénica,como los microarraysde DNA, quepermitenel estudiode los
patronesde expresióndel mRNA a gran escala,originando lo que se ha dado en llamar
Transcriptómica,por analogíacon Genómicay Proteómica.Dadoque la correlaciónentre la
expresiónde mRNA y proteínasesescasa(Andersony Seilhamer,1997; Gygi el al., 1999;
Haynesel a?., 1998),ambasdebencomplementarse.La combinacióne integraciónde todas
estas nuevastecnologíasconstituye una herramientamuy poderosapara avanzaren la
comprensiónde mecanismoscelulares básicos, de la base molecular de la génesis y
progresión de enfermedades,y en la identificación de dianas para un tratamiento
farmacológicoracional.
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OBJETIVOS

Unade las líneasde investigacióndel Departamentoesel estudiode la paredcelular
fungica, con arregloa lo cual el Departamentoforma partedel Nodo de ParedCelular y
Morfogénesisdel proyecto europeoEUROFAN para el análisis funcional del genomade
S. cerevisiae.Dentro de estemarcose englobael trabajoexpuestoen la presentememoria,
parael queseplantearonlos siguientesobjetivos:

1. Análisis medianteelectroforesisbidimensional de las proteínassecretadaspor
protoplastos de S. cerevisiae en condiciones de regeneraciónen medio líquido, e
identificaciónde las mismasparala obtenciónde un mapade referenciaquepermitarealizar
análisiscomparativosde mutantesafectadosenlaparedcelular.

2. Caracterizaciónfuncional del genPSTJde S. cerevisiae,quecodificauna proteína
de funcióndesconocidaqueessecretadapor los protoplastosen condicionesde regeneracion.

3. Estudio de la presenciade determinadasenzimasglicolíticas en la superficie
celularde S. cerevisiae.
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MATERIALES Y MÉTODOS

1. MICROORGANISMOS UTILIZADOS.

Lascepasde S. cerevisiaeutilizadasenestetrabajosemuestranen la tablaII. La cepa
de Eseherichiacol? empleadaen los trabajosde Biología Molecular fue DJzISaF’ (Hanahan,
1983), cuyo genotipoes el siguiente:K-12 A(lacZYA-argF)U169deoRsupE44 íhi-1 recAí
endA1 hsdRl7gyrA96reíA1 (480?acZAM15)F’.

TablaII. Cepasde5’. cerevisiaeutilizadasenestetrabajo.

Cepa Genotipo Procedenciao
referencia

S288C
FY1679

FYI 679-28C

MYSS
DME1
DMEI -8c
DMEI-lOc
DMEl-lld
DME 1-13c
DM011
DM021
ecm3l
FBEHO41-01 A(AL)

YP1-18
Ypl-l0c
YPI-1 lB
TR100

FKLSOO2-09B(AL)

MP15
AR 100
MP33
MP36
ARIO4
MP22
MP23
1123

sS10

MA Fa SUC2mal me!gal2 CUPI
MAFa/aura3-52/ura3-52leu2M/LEU2his3A200/H183
IrplA63/TRPI GAL2/GAL2
MATa ura3-52 trpIA63 leu2AI his3/3200

M4Taura3-52 trpl/x63 leu2M hisSAQOOpstl/v:kanMX4

MAFa/aPSTI/pstl&:kanMX4
MATa (iRASLEU2HJSStrplAóSpsll&.kanMX4
MATa uraS-52 LEU2 TRPIHISSpst¡/xskanMx4

MATa (iRASLEU2trplA63 bisS/x200pstJA::kanMX4
MATa (iRASLEU2TAPI HJS3pstiA::kanMX4

MATa/apstlA::kanMX4/pstlA::kanMX4
MAFa/apstlAskanMx4/pstlA::kanMX4
MATadr0 leu2Ai uroS-52 lñsS-100lys2-SOlaade2~ gaiSecmSi

MATa uraS-52 HISSleu2Al LYS2trpl/x65 YBRO78w::kanMK4
MAFa pstlA::kanMX4ecmSSA::kanMX4
MAfapsíi&:kanMY4ecmSSA::kanMX4
MATapsU/v:kanMX4ecmSS/x::kanMX4
AdAFa kre6/v:111S3bid leu2can]

MATa uraS-52HISSleu2Al LYS2FRPI YDROS5w::kanMX4

MATa/aKRE6/kreó/x::HISSPSTIIpsé’JA::kanMX4
MAFaflcsl/xsHISSuroS-52 hisS/x200leu2M trpl/x65 lys2A202

MATa/aFKSJ/flai&:HISSPSTI/pstlA::kanMX4
MA Fa/aJ~KS1/jks1A::I-I1SSPSTI/pstlAskanMX4
MATagasl/v:LEU2uraS-52 hisSA200leu2Al trpl/x6Slys2A202
MATa/aGASI/gasl&:LEU2PSFI/pstlA::kanMX4
MATa/a GASJ/gasl/v:LEU2PSFI/psíIA::kanMX4

MATa hisS-11,ISleu2-S,112trpl-l ade2-l can/-lOOhspISOA::URAS

MATa suc2A9ura3-52 leu2-S,112

YSGC Berkeley
(Winston el al.,
1995)
8. Dujon (Instituto
Pasteur,Paris)
Este trabajo
Este trabajo
Estetrabajo
Estetrabajo
Este trabajo

Estetrabajo
Estetrabajo
Estetrabajo
(Lussierel al., 1997)
EUROSCARF
(Vázquez,1999)
(Vázquez,1999)
(Vázquez,1999)
(Roemery Bussey,
1991)
EUROSCARF
Este trabajo
(Rameta!., 1998a)
Estetrabajo
Este trabajo
(Ram el al., 1998)
Estetrabajo
Estetrabajo
(Russoci al., 1992)

Dra. L. Monteoliva
(EsteDepartamento)
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2. MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO.

2.1. & cerevisiae.

Losmediosempleadosparael crecimientode 8. cerevisiaefueronlos siguientes:

• YPD, medio rico empleadode forma rutinaria para el crecimiento de levaduras: 20 ~l de
glucosa,20 g/l de peptona,10 gí de extractode levadura.Cuandose pretendíainducir la
enzimainvertasa,sedisminuyóla concentraciónde glucosaa0.5 gIl.
• SD, mediomínimo: 20 gIl de glucosa,5 g/l de sulfatoamónico,1.7gIl debasenitrogenada
(Difco), 70 mIll de mezclaconcentradade aminoácidos.
• MPE, medio de pre-esporulación:50 g/í de glucosa, 10 g/l de extractode levadura,30 gIl
de extractode carne.
• ME, medio de esporulación: 10 g/l de acetatopotásico, 1 gIl de extracto de levadura,
0.5 gIl de glucosa,suplementadocon los aminoácidosrequeridospor la cepaen las mismas
concentracionesque en cl medio SD. El medio dc esporulaciónliquido llevaba 10 gIl dc
acetatopotásicoy 0.05 gIl de acetatode zinc, más los aminoácidosnecesarios(Brachmannel
a?., 1998).
• YPS-AntimicinaA, medio rico con sacarosacomo única fuente de carbono:20 gIl de
sacarosa,20 gIí de peptona, 10 g/l de extracto de levadura. La sacarosase preparópor
separado,seesterilizópor filtración y se añadióal mediounavez atemperado.La antimicina
seañadióa unaconcentraciónfinal de 1 mg/l, unavezesterilizadoy atemperadoel medio.
• MB, paradeterminarla sensibilidada toxina killer: 30 gIl de glucosa,10 gIl de peptona,
10 gIl de extractode levadura,tamponadocon citrato sódicoal 3%, pH 4.7, y suplementado
con azul de metilenoaunaconcentraciónde 0.003%.

Para la preparaciónde estosmedios en forma sólida se añadió 20 g/l de agar a su
composición.

La mezclaconcentradade aminoácidoscontiene 147 mg/ml de adenina,uracilo, L-
triptófano, L-histidina, L-arginina y L-metionina; 221 mg/ml de L-tirosina, L-leucina, L-
isoleucinay L-lisina; 368 mg/mlde fenilalanina;y 736 mg/ml de L-glutámico, L-aspártico,L-
valina, L-treoninay L-serina.Estamezclapuedevariarsegúnel experimento,eliminándose
de sucomposiciónlos aminoácidosutilizadosen laselecciónde plásmidostransformantes.

Las cepasde 5’. cerevisiaeseincubaronnormalmentea280C.

2.2. Adición decompuestosa los mediosde cultivo.

Para la realizaciónde determinadaspruebasfenotípicas,en ocasionesfue necesario

añadirdiversoscompuestosal mediode cultivo. Éstosfueron los siguientes:
• Blancode Calcoflúor: Se preparóuna soluciónmadrede concentración10 mg/mí, que se
añadióal medio, una vez esterilizadoy atemperado,para conseguirla concentraciónfinal
deseada(hasta40 ¡ug/ml).
• Rojo Congo:Se añadióla cantidadnecesariade unasoluciónmadrea 10 mg/ml al medio
esterilizadoy atemperado,preparándoseplacascon 100 4g/ml.
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• Cafeína:La cafeínaseesterilizóporseparadoy seadicionóa un volumenequivalentede
medio YPD preparadoa concentracióndoble,paraconseguirla concentraciónfinal deseada
(de 1 a 1.75 mg/mí).
• HigromicinaB: Se añadióla cantidadnecesaria,disueltaenun pequeñovolumen de agua
estéril, al medioesterilizadoy atemperado.Seprepararonplacasconconcentracionesde 75 y
100 gg/ml.

La geneticinaempleadaparala selecciónde clonesque llevabanel marcadorkanT fue
añadidaal medioesterilizadoy atemperado,aunaconcentraciónfmal de 200 mgll.

2.3. E. coil.

Los mediosempleadosparael cultivo de E. co?i, incubadade formarutinariaa 370C,
fueron los siguientes:

• LB (Luria-Bertani): 10 gIl de triptona, 5 gIl de extractode levadura,5-10gIl de cloruro
sódico.
• 2xYT: 16 g/l de triptona, 10 gIl de extractode levadura,5 g/í de cloruro sódico.

Al igual que enel caso anterior,seañadió20 gIl de agarparaobtenerestosmediosen
forma sólida. Cuando fue necesariopara la selecciónde plásmidos,se añadió al medio
ampicilinao kanamicinaa concentraciónfinal de 100 mg/l

3. MANIPULACION DE MICROORGANISMOS.

3.1. Determinacióndel crecimiento.

3.1.1.Turbidimetría.

El crecimientode los cultivos se determinómediantela medida de la turbidezde los
mismos, por lectura de la densidad óptica a 600 nm en un espectrofotómetro
BeckmanDU 640. Las muestrassediluían convenientementede maneraque su absorbancia
se encontraraen un intervalo de valores tal que existiera linealidad entre la lectura de
densidadópticay el númerode células.

3.1.2. Recuentodecélulas.

La determinaciónde la concentraciónde célulasde S. cerevisiaeen un cultivo se llevó
a cabopor recuentoen una cámaraNeubauermedianteobservaciónmicroscópicadirectaen
un microscopiode contrastede fases.La concentraciónde célulasseobteníatras multiplicar
el númerode célulascontadoen los 16 cuadradosde un cuadrante(0.1 mm3) por la dilución
contaday por 1 o~.

3.2. Genéticaclásica.

3.2.1. Obtenciónde diploides.

Se empleóla técnicadescritaporFink (Fink, 1971).Cuandolos marcadoresde las dos
cepascruzadaslo hicieron posible, el aislamientode los diploides se realizó estriandola
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mezclade ambascepas,al cabode al menos5 horasde contacto,en un medio selectivo,de
forma que sólo fuera posible el crecimiento de las células diploides, pero no el de las
haploides.En aquelloscasosen que estono fue posible,el aislamientode diploidesserealizó
mediante micromanipulación, utilizando un micromanipulador Leitz acoplado a un
microscopioWild de contrastede fases.La micromanipulaciónse llevó a cabosobreláminas
de medio sólido YPD, que posteriormentefueron incubadassobreplacasdel mismo medio a
280Cdurante3 días,tras lo cual las coloniasde los diploidessehacíanvisibles.

3.2.2.Esporulación.

Cuandose requeríala esporulaciónde algún diploide, éste se sembróen placasde
medio de pre-esporulacióny se incubóa 280C duranteun día. Una vez crecido, sepasóa
mediode esporulaciónsólido, incubándosea40C durante24 horas.Al cabode estetiempo, la
placasepasóa 280C, incubándosea estatemperaturaduranteun periodode tiempo variable
entre 4 y 10 días. La presenciade ascas se puso de manifiesto medianteobservación
microscópicaen un microscopio de contraste de fases. Dada la baja frecuencia de
esporulación de las cepas FY1679 y TA405, en ocasionesfue necesario realizar la
esporulaciónen medio líquido (Brachmannelal., 1998).

3.2.3.Diseccióndeascas.

La disecciónde ascasse llevó a caboconarreglo al métododescritopor Johnstony
Mortimer (Johnstony Mortimer, 1959).La digestiónde las paredesde las ascasserealizócon
Glusulasa®a una concentracióndel 10% duranteun tiempo comprendidoentre 10 y 15
minutosEnla separaciónde ascosporasseutilizó el micromanipuladorcitado anteriormente.

3.3. Técnicasde microscopia.

3.3.1.Microscopiadecontrastede fases.

Las muestrasde levadurasse observaronen montajehúmedo, en un microscopio

Nikon Optiphot,empleandoun objetivode contrastede fases40 X y un ocular 10 X.
3.3.2.Microscopiaelectrónicadebarrido.

Las muestrasde células enteras,protoplastosrecién preparadoso protoplastosen
regeneración(preparadossegúnse describeen el apartado5.2.) fueron fijadasañadiendoun
volumenigual de una soluciónde glutaraldehidoal 10%en cacodilatosádico0.4 M, pH 7.2,
de maneraquela concentraciónfinal fuerade glutaraldehidoal 5% y cacodilatosádico0.2 M
(Tiedt el al., 1987; Williams y Veldkamp,1974). La fijación se llevó a caboa temperatura
ambientedurante90 minutos. A continuaciónlas muestrasfueron filtradas a travésde un
filtro Fluoropore de 0.2 um (Millipore) y lavadas con sorbitol 1 M. Las células fueron
deshidratadasmedianteincubacionessucesivasen solucionesde concentracionescrecientes
de etanol (20, 30, 50, 70,80, 90 y 100%). El etanol fue reemplazadopor CO

2 puro y las
muestrasfueron recubiertascon oro. Las muestrasfueron examinadasy fotografiadasen un
microscopio electrónicoJEOL JSM-6400,en el Centro de MicroscopiaElectrónica “Luis
Bm”, de la UniversidadComplutensede Madrid.
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3.3.3.Inmunofluorescencia indirecta.

Para la preparación de muestras se siguió básicamenteel protocolo descrito
originalmentepor Pringle (Pringleel a?., 1991).Las célulasfueronfijadascon formaldehido
al 3.7%durante2 horas,y los esferoplastosseprepararonmedianteel tratamientocon 300 ~tg
de zimoliasaen una soluciónde fosfato potásico50 mM, pH 6.8, con sorbitol 1.2 M. Pstlp-
myc fue detectadamediantela incubación con el anticuerpomonoclonalanti-c-myc 9E10
(BAbCo, Richmond,CA) a dilución 1:5000durante2 horas,y la incubaciónsucesivacon un
anticuerposecundarioanti-IgG de ratón marcadocon Cy3 (Sigma),a dilución 1:1000. Las
muestrasfueron observadasen un microscopioconfocal MRC-1024 (Bio-Rad, Hempstead,
ReinoUnido),enelCentrode Citometríade Flujo de la UniversidadComplutensede Madrid.

3.4. Mutagénesiscon radiaciónultravioleta.

La cepaa mutagenizarse incubó en medio selectivoa 300C durante48 horas.A
continuaciónsehicieron las dilucionesconvenientesdel cultivo, y sesembraron1000 células
porplaca.Estasiembraserealizóporextensiónenplacasde medio selectivo(mediomínimo
sin leucina).Las placasfueron irradiadascon una lámparade luz UV de longitud de onda
254 ¡mi, aplicándoseuna dosis de 1200erg/mm2. Tras la irradiación las placas fueron
incubadasen oscuridada 240C hastala apariciónde coloniasde tamañosuficientepara ser
replicadas.

3.5. Determinaciónde la sensibilidada un compuestomediantela siembrade diluciones
engotas.

Los cultivos se crecierondurante 16 horas, transcurridaslas cuales se midió su
densidadóptica, y serealizaronlas dilucionesnecesariaspara igualar todos los cultivos a
ensayara una densidadópticade 0,5. A partir de estadilución serealizarontres diluciones
sucesivasal 10% de cadacultivo. A continuaciónsecolocarongotasde 3 ¡.11 de cadauna de
las dilucionespreparadasen las placassuplementadascon los compuestosaensayar.Entodos
los casosse sembróuna placa control de YPD o SC. Las placasse incubarondurante48
horas,transcurridaslas cualesseobservaronlos resultados.

3.6. Determinaciónde la sensibilidada toxina killer.

Las cepask¡ller empleadasfueron5’. cerevisiaeT158C/Sl4a,productorade toxina Kl,
y Pichia ¡nrakii, productorade toxina K9. Las cepasa ensayary las cepaskil/er fueron
incubadasen YPD durante18 horas,hastaalcanzarla fase estacionaria.A continuaciónse
inocularon 15 pi de los cultivos de las cepasa ensayaren tubos con 20 ml de medio MB,
atemperadoa 450C, vertiéndoseinmediatamenteen placasPetri. Una vez solidificadaslas
placas,secolocaronsobreellas tres gotasporplacade 5 jul de la cepaproductorade toxina.
Las placasfueron incubadasa 200C durante4 días,transcurridoslos cualessemidió el halo
de inhibición provocadopor la cepakiller alrededorde cadagota.

4. TÉCNICASDE BIOLOGÍA MOLECULAR.

En las manipulacionesde DNA sehan seguido los protocolosconvencionalespara
extracciónde DNA plasmídicode E. colí y supurificación,restriccióny ligación de DNA, así
como en la preparaciónde gelesde agarosapara su visualización(Ausubel et al., 1993;
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Sambrookel al., 1989). Las enzimas de restricción, DNA ligasa, T4 DNA polimerasa,
fosfatasaalcalinay Klenowprocedende la casaBoehringerMannhein.Como patrónde pesos
molecularesseempleó1 Kb PlusDNA Ladder(Gibco).

Parala eluciónde fragmentosde DNA a partirde los gelesde agarosaseutilizaronlos
kits Sephaglas(PharmaciaBiotech) o Gene Clean (BiolOl). Cuando el tamaño de los
fragmentoseramuypequeño(=300pb), el DNA sepurificó utilizandolanade vidrio.

4.1. Plásmidos.

Losplásmidosoriginalesempleadosparala realizaciónde estetrabajosedescribenen

la tablaIII. Los plásmidosconstruidosdurantela misma sedescribenen la tablaIV.
4.2. PCR.

La amplificaciónde DNA mediantela reacciónen cadenade la polimerasa(PCR) se
realizó en un aparato DNA Thermal Cycler (Perkin Elmer), de acuerdo a los protocolos
básicosdescritosen los manualesde Biología Molecular(Ausubelel al., 1993; Sambrookel
al., 1989).Enocasionesla PCR se llevó a cabosobrecélulas,segúnel protocolodescritopor
Huxley(Huxley el al., 1990).

Los desoxinucleótidosproveníande BoehringerMannhein, así como el tampón de
reaccióny el cloruromagnésico.Parala amplificaciónseempleólaenzimaTaqpolimerasade
BioTools en reaccionesanalíticas,y el productoExpandHigh Fidelity System(Boeliringer
Mannhein)en aquellas en las que no eran deseableslas mutaciones.Los oligonucícótidos
fueronproporcionadospor las casasCruachemo BoebringerMannhein.Las condicionesde
amplificación se adaptarona las necesidadesde cada experimento. La temperatura de
hibridaciónde los oligonucleótidosfue calculadamedianteelprogramaOLIGO 4.0 y ajustada
empíricamente.En la tablay sedescribenlos oligonucleótidosempleados.

4.3. TransformacióndeDNA.

La transformaciónrutinaria de plásmidosy ligacionesen E. col? se realizó por el
métodode Hanahan(Hanahan,1983).

La transformaciónrutinaria de plásmidosen 5’. cerevisiaese llevó a cabo por el
método del acetatode litio (Ito el al., 1983). La transformaciónde DNA con el fm de
conseguirla integraciónde ésteen el genomase realizó de acuerdoal protocolodescritopor
Gietz(Gietz el al., 1995).Parala selecciónde los clonesresistentesa geneticínase siguieron
las indicacionesdelprotocolodescritoporWach(Wachel al., 1994).
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Tabla V. Oligonucícótidos utilizados en la PCR

Nombre Secuencia

UPA 1 TGCCCGCTTTTCHTTCFFC
LOA4 GGAGGTGTCTTGGTflCAAA
1(2 AIITrTGATGGCCOCACGGC
K3 CTTAACTTCGCATCTGGGC
KREUP GCTGCAAGTGCTCGAGAAAO
KREDW TCCCTGACTAATGCCGTGTT
UP-PST1 CTGCAGTCAGCGGCAGAOAGTATA
LO-PSTl CTGCAGGCTGAGGACACCACTAAA
MYC-UP3 AACATTTATAYIAGCGGCCGCGACACTTCGTTA
MYC-UP4 TAACGAAGTGTCOCGGCCGCTAATATAAATGTT
UPENO CTGGATCCGCTGAflGAATACATTAGC
LOENO AGGOATCCTTGTCACCGTGGTGGAAG
UP-FBA1 TGGGATCCGAATAACAATACTGACA
LO-FBA1 ACAGATCTAAAGTGTTAGTGGTACO

tORTENCIÓN Y ANALISIS DE PROTEÍNAS.

5.1. Obtención deextractoscitoplasméticosde S. cerevisiae.

Los extractoscelularesseobtuvieronpor rotura mecánicade las célulascon bolas de
vidrio (0.45 mm) en tampónde lisis (Tris-HCI 50 mM, pH 7.5, EDTA 1 mM, NaCí 150 mM,
DTT 1 mM) con inhibidores de proteasas(leupeptina,pepstatinay antipaina, 5 ¡tg/ml, y
PMSF 0.5 mM). La roturase llevó a cabopor agitaciónen vortex o en un aparatoFast Prep
(BiolOl Savant).El usadose centrifugóa 13000rpm durante20 minutosa 40C, paraseparar
célulasenterasy restoscelulares.Los sobrenadantesse guardarona -200C. Cuando iban
destinadosal análisisde la fosforilaciónde la proteínaSlt2p, los extractosfueron preparados
en tampónde lisis al cual seadicionaroninhibidoresde fosfatasas(fluoruro sódico50 mM,
ortovanadatosádico1 mM, ~3-glicerolfosfato50 mM, pirofosfatosádico5 mM).

5.2. Obtencióndeproductosdesecreciónde protoplastos de S. cerevisiae.

Para la obtención de protoplastosse siguió el método descritopor Gil (Gil et al.,
1988),con ligerasmodificaciones.La cepa5288CdeS.cerevisiaesecrecióen medio YPD a
280C hastauna densidadópticade 4. Despuésde lavar las células,éstasseincubarona 280C
durante30 minutosen unasoluciónde pretratamiento(Tris-HCI 10 mM, pH 9, EDTA 5 mM,
~-mercaptoetanolal 1%) con agitaciónsuave (80 rpm). A continuaciónlas células frieron
resuspendidasa una concentraciónde 5 x i08 células por ml en sorbitol 1 M, y se añadió
Glusulasa®(Du Pont) a una concentraciónfinal dc 30 pi/ml. El tiempo de incubación con
Glusulasa®,a 280C y con agitaciónmuy suave,necesarioparala obtenciónde un 95-100%de
protoplastosfue de 45 a 60 minutos.Los protoplastosserecogieronporcentrifugaciónsuave
(600x g). Despuésde tres lavadoscon sorbitol 1 M, las células seresuspendieronen medio
mínimo suplementadocon todos los aminoácidosy con sorbitol 1 M, y se incubarona 280C
con agitación muy suavedurante2 horas,para que tuviera lugar la regeneraciónde los
protoplastos. Transcurrido este tiempo se sedimentaronlas células a 600 x g, y al
sobrenadantese le añadieroninhibidores de proteasas:PMSF (Fluka) 0.1 mM, leupeptina
(Sigma)0.2 gg/ml, antipaina(Sigma)0.2 pg/ml, y pepstatinaA (Sigma)0.1 ¡íg/ml. Éste lite
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filtrado atravésdeunamembranade nitrocelulosade 0.22 ~m de tamañode poro (Millipore),
paraeliminarcompletamentelas células.El medio filtrado be concentradoporultrafiltración
en una célula de la casacomercial Amicon, empleandouna membranacon un límite de
exclusiónde 10000Da (Diaflo® YM1O, Amicon). El sorbitol fue eliminado mediantetres
lavados con 10 volúmenesde aguaMilliQ, reduciéndosefinalmente la muestrahastaun
volumen de 10-15ml. Porúltimo, lamuestrafue liofilizada. En algunoscasosla muestrafue
concentradahastaun volumen final dc 200 ¡il por ultrafiltración en filtros Ultrafree-15 con
membranaBiomax 10K (Millipore).

5.3. Obtención de proteínas de pared de & cerevisiae.

Lasproteínasdeparedseobtuvieronsiguiendoel protocolodescritoporKIis (Klis et
al., 1998), con ligerasmodificaciones.En ocasionesseincrementóel númerode lavadosde
las paredesaisladas,con el fin de eliminar cualquier posibilidad de contaminacióncon
proteínasintracelulares.Las paredesfueron tratadascon SDS en condicionesreductorasen
calientedosveces,desechándoseel segundoextracto.Parala digestión de las paredescon
glucanasase empleó zimoliasa20T (ICN Biomedicals, Inc.), a una concentraciónde
500 ggIml, realizándoseel tratamientodurante2-3 horas.

5.4. Obtención de proteinas del medio de cultivo.

Tras el crecimientode las células en YPD hastauna densidadóptica entre 1 y 2, el
medio de cultivo fue separado mediante centrifugación. A partir del sobrenadante
correspondientea 800 .d del cultivo aunadensidadóptica2, las proteínasfueronprecipitadas
conácidotricloroacéticoal 14%,y resuspendidasen 20 jil de NaOH0.1 N. Tras laadiciónde
20 .il detampónde cargaparaelectroforesis,seañadióNaOH 1 N hastaviraje del indicadora
azul. Parael análisis de las proteínasdel medio medianteSDS-PAGEsecargóla cantidad
equivalentea 400 pi de mediode cultivo a densidadóptica2.

5.5. Aislamientodeproteínasintegralesdemembrana.

El aislamientode las proteínasintegralesde membranase llevó a cabo mediante
solubilización de éstas con el detergenteTriton X-l 14 (Serva, Alemania) y posterior
separaciónde fasesacuosay detergente(Bordier, 1981). El procedimientoseguido fue el
descritopor Conzelmann(Conzelmannet al., 1988; Conzelmannet al., 1986),realizándose
tres extraccionessucesivasen cadauna de las fasescon el fin de obtenerunapurificación
adecuada.Despuésde la separaciónse añadióTriton X-l 14 y tampón de lisis a las fases
acuosay detergenterespectivamente,con el fin de obtenervolúmenesy contenidoen salesy
detergenteequivalentesen ambasmuestras(Bordier, 198!).

5.6. Determinación cuantitativa de proteínas.

La cantidadde proteínaen las muestrasde productosde secreciónde protoplastosse
determinósiguiendoel métodode Bradford (Bradford, 1976).Pararealizarla recta patrónse
utilizaron solucionesde albúminabovina de concentraciónconocida(entre0.75 y 25 ~tg/ml).
El reactivode Bradfordfue suministradopor la casaBio-Rad.

En ocasionesla estimaciónde la concentraciónde proteínade una muestrase llevó a
cabo midiendo su absorbanciaa 280 nm en un espectrofotómetroBeckmanDU 640,
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considerandoque 1 unidad de absorbanciaa dicha longitud de onda corresponde

aproximadamentea unaconcentraciónde 1 mg/ml de proteína.

5.7. Valoracióncuantitativade fosfatasaalcalinaenel mediodecultivo.

La solución enzimática a valorar procedía del medio de regeneraciónde los
protoplastosde 5’. cerev¡siae,despuésde la filtración. La mezclade reaccióncontenía500 jíl
de unasolucióndel sustratopara-nitrofenilfosfatodisódico20 mM en tampónglicina-cloruro
sódico0.1 M, pH 9.8 (ajustadocon sosa),a los cualesseañadían500jl del medio a analizar.
La reacciónse incubabaa 370C en la oscuridaddurante30 minutos. La valoracióndelp-
nitrofenol liberadoserealizóespectrofotométricamente,detenninandola absorbanciaa una
longitud de onda de 420 nm. Las lecturas obtenidasse referían a una recta patrón de p-
nitrofenol de concentracionescomprendidasentre 10 y 100 ¡g/ml. La unidad enzimática
(IlE.) sedefinió comola cantidaddeenzimanecesariaparaliberar 1 nanomoldep-nitrofenol
por ml y por minuto en las condicionesde reacción, determinándoseen función de la
siguienteecuacion:

U.E.=[~gml]/l 39.11 x 2000/t (siendot el tiempodereacciónen minutos)

5.8. DeglicosilacióndeproteínasconEndo-H.

La eliminación de la N-glicosilación de proteínasse llevó a cabo medianteel
tratamientode las muestrascon Endo-H (recombinante,BoebringerMannheim).El protocolo
seguidofUe el descritoporKlis y colaboradores(Klis eta?., 1998).El tratamientoserealizóa
200 ¡g de proteína, cargándoseposteriormente50 ¡g en un gel de poliacrilamidapara la
visualizaciónde lasproteínasdeseadasmedianteWestem-blot.

5.9. Electroforesisde proteínas.

5.9.1. Electroforesis monodimensional en condiciones desnaturalizantes (SDS-
PAGE).

La electroforesisde proteínasencondicionesdisociantesse llevó a caboen gelesde
poliacrilamida, según el método descrito por Laemmli (Laemndi, 1970). Los geles
separadoresse prepararoncon concentracionesde poliacrilamidadel 6, 8, 10 ó 12%, según
la(s) proteína(s)a resolver,y con SDS al 0.1%. La electroforesisse desarrollóen cubetas
ProteanII (Bio-Rad),a unaintensidadconstantede 40 mA porgel, o biena voltaje constante
de 60 V. TambiénseemplearoncubetasMini ProteanII o ReadyGel Celí (ambasde Bio-
Rad),desarrollándosela carreraa 150V. Como marcadoresde pesomolecularseemplearon
patronescoloreadosde la casaAmersham(RainbowTM colouredprotein molecularweight
markers)o Gibco (BenchMarkTMPrestainedProteinLadder).

5.9.2.Electroforesisencondicionesnativas.

La electroforesis de proteínas en condiciones nativas se realizó en geles de
poliacrilamidaal 5%preparadossin SDS (Bollag et al., 1996). La separaciónelectroforética
se llevó a caboen tampón Laemmli sin SDS, el cual tambiénfue eliminado del tampón de
carga.La electroforesisse llevó a caboa temperaturaambiente.
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5.9.3.Electroforesisbidimensional analítica en gelde poliacrilamida (2D-PAGE).

La electroforesisbidiimensional se realizó segúnel método descrito por O’Farrell
(O’Farrell, 1975), con algunasmodificaciones.El isoelectroenfoquese llevó a cabo en un
gradientede pH inmovilizado (IPG) (Bjellqvist et al., 1993b). Los gradientesempleados
fueron de pH 3-10 no lineal y de pH 4-7 lineal (Immobiline DryStrip, 18 cm; Pharmacia
Biotech).

Los geles fueron rehidratadosentre dos cristales (Reswelling Cassette,Pharmacia
Biotech) en una solución que contenía urea 8 M (USB), CHAPS 2% (Sigma),DTE 10 mM
(Merck), anfolitos 0.8% (PharmalytepH 3-10, PhannaciaHiotech) y trazas de Azul de
Bromofenol, durante18 horas. Las muestrasliofilizadas (200j.tg) fueron resuspendidasen
tampónde carga(urea8 M, CHAPS4%, Tris 40 mM, DTE 65 mM, Azul de Bromofenol) y
cargadas para la primera dimensión según las instrucciones del fabricante. E]
isoelectroenfoquese desarrolló en una cubeta Multiphor II (PharmaciaBiotech), a una
temperaturaconstantede 150C, conel siguienteprograma:De O a 500V en 1 minuto, 500V
durante5 horas,de 500 a 3500V en 5 horas,y 3500V durante12.5 horas,hastadarun total
de 56250Vh.

Despuésde la primera dimensión, los geles fueron equilibrados con el fin de
resolubilizarlas proteínasy reducir los puentesdisulfuro. El equilibradose realizó en una
soluciónque conteníaTris-HCI 50 mM, pH 6.8, urea6 M, glicerol 30%, SDS2%, DTE 2%,
durante 12 minutos, y en Tris-UCI 50 mM, pH6.8, urea6 M, glicerol 30%, SDS 2%,
iodoacetamida2.5%(Sigma)durante5 minutos.Tras el equilibradolos gelesfueron cortados
paraajustarlosal tamañode la cubeta,y secargaronen la parte superiordel gel vertical de
poliacrilamida.Paracubrirlosseempleóunasoluciónde agarosaal 0.5%en tampónLaemmli
(Laemmli, 1970).La segundadimensiónse realizó en gelesde poliacrilamidaal 8 ó 10%, de
1.5 mm de grosor, sin gel concentrador,preparadoscon ligeras modificaciones.Como
crosslinkerseempleóPDA (Bio-Rad),ya que seconsiguemejorresolucióny menosbloqueo
N-terminal de las proteínas(HochstrassercÉ al., 1 988a;Hochstrasseretal., 1 988c). Además
seañadiótiosulfato sódico(Fluka) a concentraciónfinal de 5 mM, para disminuir el fondo,
eliminar la tinción negativa y optimizar la reproducibilidad en la tinción de plata
(Hochstrassery Mcml, 1988b).Antes de añadirel SDS y los catalizadores,los gelesfueron
desaireadosen baño de ultrasonidodurante30 minutos.Los gelesfueron preparadosel día
anterior a su uso, para conseguir una polimerización lo más completa posible. Como
marcadoresinternosde pesomoleculary punto isoeléctricose emplearonlos patrones2-D
SDS-PAGEStandards(Bio-Rad).

5.9.4. Electroforesisbidimensional mieropreparativa.

Inicialmente se realizó de la misma manera que la electroforesis bidimensional
analítica, con la única diferencia de que se alargó la última fase del programa de
isoelectroenfoquea 44.5 horas,paradarun voltaje total de 168250Vh.

Posteriormente,la aplicación de la muestraserealizó durantela rehidrataciónde los
gelesIPG (Sánchezeta?., 1997).La muestra(0.5-1 mg de proteína)semezclócon tampónde
cargay sedispusoen los huecosde unabandejade metacrilatoconstruidaespecialmentepara
estepropósitoen el taller de la Facultadde CienciasFísicasde la UniversidadComplutense
de Madrid. La rehidrataciónse llevó a cabo durante6 horas.El isoelectroenfoqueserealizó
con elprogramadescrito,prolongandolaúltima fasehastadar un total de 126 kVh. Cuandola
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segundadimensiónno se iba a correr inmediatamentedespuésde la primera, los gelesse
guardarona-700C.

5.10.Transferenciadeproteínas.

5.10.1.Transferenciaencubeta.

Despuésde una electroforesisSDS o 2D-PAGE las proteínasfueron transferidasa
membranasde nitrocelulosa(Hybond ECL, Amersham) o PVDF (Trans-Blot Transfer
Medium, 0.2 jim, Bio-Rad)en tampónTowbin (Towbin a al., 1979). Las transferenciasse
llevaron a cabo en una cubetade transferenciaTrans-BlotCelí (Bio-Rad) a una intensidad
constantede 50 mA durante14 horas,o a 250 mA durante3 horas.En ocasionesse empleó
una cubeta Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Celí (Bio-Rad), realizándosela
transferenciaaun voltajeconstantede 100V durante1 hora.

5.10.2.Transferenciasemiseca.

Este tipo de transferenciase empleócuandose pretendíaidentificar las proteínas
transferidas mediante secuenciación aminoterminal. Después de la electroforesis
hidimensionalmicropreparativa,los geles se lavaron en agua MilliQ brevementey se
equilibraronen el tampón de transferenciaCAPS 10 mM (Sigma),pH 11, MeOHal 10%
(Matsudaira,1987) durante 30 minutos. Las membranasde PVDF (Trans-Blot Transfer
Medium, 0.2 im, Bio-Rad) fueron equilibradasen el mismo tampóndurante15 minutos.La
transferenciase llevó a caboen un aparatode transferenciasemiseca(Trans-Blot Semi-Dry
TransferCelí, Bio-Rad), a 15 V durante 1 hora, estableciendoun limite de corriente de
0.68 A. Parafacilitar la transferenciaseañadióSDSal 0.1%porencimadelsandwich.

5.11.Tincionesdeproteínas.

5.11.1.Tinción de gelescon plata.

Sehan utilizado tresprocedimientosdistintosde tinción de gelesconplata:

1) Tinción de plata segihi el métodode Merril (Merril et al., 1982), utilizando el kit dc
tinción Silver Stain Kit deBio-Rad.Esteprocedimientoseempleóde formarutinariaparala
tinción de gelesanalíticos.

II) Tinción deplata amoniacal. Se empleópara conseguiruna mayorsensibilidaden la
tinción de gelesbidimensionales.El procedimientoempleadofue el descritopor Bjellqvist
(Bjellqvist et al., 1993a), con ligerasmodificaciones.Despuésde la segundadimensión, los
gelesfueron lavadosen aguadesionizadadurante5 minutos.A continuaciónse incubaronen
etanol:ácido acético:agua(40:10:50) durante 1 hora, y posteriormenteen etanol:ácido
acético:agua(5:5:90) durante2 horas(o alternativamentetodala noche).Los gelesse lavaron
entoncescon ácidoacéticoal 7.5% tres vecesdurante30 minutos.Despuésseincubaronen
glutaraldehidoa una concentraciónfinal del 2.5% durante 30 minutos, y se lavaron
extensivamentecon aguaMilliQ. Los gelesfueronteñidosen unasoluciónde nitrato de plata
amoniacalreciénpreparadadurante30 minutos.Transcurridoestetiemposelavaroncon agua
variasvecesy se revelaronen una soluciónde ácidocítrico al 0.0104y formaldehidoal 0. 1%,
hastaque las manchasalcanzaronla intensidaddeseada.La fijación serealizó en una solución
de Tris al 5%y ácidoacéticoal2%.
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III) Tinción deplata segúnel métodode Schevchenko(Shevchenkoet al., 1 996b), con
ligeras modificaciones. Este procedimientose utilizó cuando el destino del gel era la
identificaciónde manchasproteicasmedianteespectrometríade masas.Todos los tiemposde
tratamientofrieron aumentadoslevemente,ya que los gelesque pretendíamosteñir eranmás
gruesosque aquellospara los que el método fue descrito.Tras la electroforesis,los geles
frieron fijados enunasoluciónde metanolal 50%y ácidoacéticoal 5% durante30 minutos.
Despuésse lavaron con metanol al 50% durante 15 minutos, y con agua duranteotros
15 minutos. A continuaciónse incubaronen una solución de tiosulfato sódico al 0.02%
durante2 minutos.Despuésde lavarlos con agua,los gelesfueron incubadosa 40C en una
soluciónde nitrato de plata al 0.1% durante20 minutos.Tras lavarlos con agua,los geles
fueron reveladoscon una soluciónde carbonatosódico al 2% en formalina al 0.04%.La
fijación serealizóen ácidoacéticoal 5%y los gelesfueron conservadosen ácidoacéticoal
1% a 40C hasta su análisis.

5.11.2.Tinción de membranascon Azul Coomassie.

Lasproteínasinmovilizadasen membranasde PVDF destinadasa la determinaciónde
su secuenciaaminoterminalfueron teñidas con Azul Coomassie.Las membranasfueron
incubadasen una soluciónde Azul CoomassieR-250 (Merck) al 0.1% en metanolal 50%
durante5 minutos,tras lo cual sedestiñeronenmetanolal 50%durante15 minutos.Después
seaclararonconaguaMilliQ y sedejaronsecaral aire.

5.12.Determinacióndeactividadinvertasaengel.

Las cepasa analizar se crecieron en YPD (2% de glucosa)durante 18 horas.La
síntesisde invertasafue inducidamediantela incubaciónde las células en YPD con sólo un
0.05%de glucosadurante3 horas(Carísoneta?.,1981).Los extractospreparados(100~igde
proteína) fueron separadospor electroforesis en un gel de poliacrilamida al 5%, en
condicionesnativas.La actividad invertasafue detectadaincubandoprimero el gel en una
soluciónde sacarosa100 mM en acetatosódico100mM, pH 4.5, a 370C durante90 minutos.
La glucosaliberadafue teñidasumergiendoel gel en una soluciónde cloruro de 2,3,5-fenil
tetrazolioal 0.1%en sosa0.5 M, a 900C (Gabrialy Wang,1969).

6. IDENTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS.

6.1. Secuenciaciónaminoterminal.

Las manchasproteicasdetectadasen las membranasde PVDF con Azul Coomassie
fueron cortadasy sometidasa degradaciónde Edman,empleandoun secuenciadorBeckman
LE 3000, equipado con un analizadorde feniltiohidantoin-aminoácidos(System GoId,
Beckman).Esteanálisis fue realizadopor el Dr. EnriqueMéndezen elC.N.B. (Madrid), y por
FranciscoCanals,en el Servicio de Secuenciaciónde Proteínasdel Instituto de Biología
Fundamental“Vicent Villar Palasí”,en la UniversidadAutónomade Barcelona.

6.2. Deteccióncon anticuerpos.

Las membranascon las proteínasinmovilizadas fueron procesadassiguiendo los
protocoloshabituales,descritosen el manualde laboratorioCwrent Protocois ¡ti Mo/ecu/av

Biology (Ausubel cf al., 1993). Para la detecciónen determinadoscasos (CwpJ, ~3-1.3-
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glucano), las membranasfueron tratadascon periodato sódico 50 mM, acetato sódico
100 mM, pH 4.5, durante30 minutos antesde bloquearías,con el fin de eliminar reacciones
cruzadas(Montijn et al., 1994). Todos los pasos de la hibridación en el caso de los
anticuerposfrentea Ssal-2py Ssbl-2psellevarona caboen TBS a pH 9, Tween-20al 0.5%,
para minimizar las uniones inespecíficas. Los anticuerpos policlonales utilizados,
proporcionadospor distintos laboratorios,y las diluciones a las que fueron empleados,se
describenen la tabla. Las manchasproteicasreactivasfuerondetectadascon IgGsanti-conejo
conjugadascon peroxidasa(Amersham PharmaciaBiotech), utilizando un sistema de
quimioluminiscencia(ECL, AmershamPharmaciaBiotech).

Tabla VI. Anticuerpospoliclonalesempleadosen estetrabajo.

Anticuerpofrentea: Dilución Referenciao procedencia

¡3-1,3-glucano 1:75000 (Kapteyneta?.,1995)
~-1,6-glucano 1:5000 (Montijn eta?.,1994)
Ctslp 1:3000 (Immervoll etal., 1995)
Cwplp 1:1000 (Vossenetal., 1997)
Exglp 1:1000 (Ramirezetal.,1989)
Floíp 1:3000 (Bidardeta¡’., 1995)
Gaslp 1:3000 (Popoloetal., 1988)
Hkríp 1:200 (YabeetaL,1996)
Kre9p 1:1000 (Browny Bussey,1993a)
Proteínasácidasribosomales 1:1000 Dr. M. Remacha
Secí4p 1:1600 (Bankaitiset al., 1989)
Ssal-2p 1:600 Dra. E. A. Craig
Ssbl-2p 1:600 Dra. E. A. Craig
Pir2p 1:5000 (Russoeta¿?,1992)
GAPDH 1:1000 Dra. M.L. Gil
Suc2p 1:150 (Ferro-Novicket al., 1984)

6.3. Espectrometría de masas

La identificaciónde las proteínasdetectadasen los gelesde intervalo de pH de 4 a 7
medianteespectrometríade masasserealizó en el laboratoriodel Dr. WalterBlackstock(Celí
Mapping Project), en el MedicinesResearchCentre (GlaxoWellcome, Stevenage,Reino
Unido), bajo lasupervisióny con laayudade Malcolm Ward.

6.3.1.Reducción,alquilacióny digestiónproteolitica.

Las manchasproteicasfueron cortadasde los gelesbidimensionalesmanualmentecon
unacuchillay transferidasaunaplacade 96 pocillos,en los cualessehabíaañadido100 pi de
agua.Así preparadas,las manchasseconservaronen neverahastasuanálisis.

Las reaccionesde reducción,alquilacióny digestiónproteolíticase llevarona cabo en
laplacamultipocillo, añadiendoy eliminandoreactivoscon unapipetamulticanal. En primer
lugar las muestrasse lavaron con 100 ¡sí de acetonitrilo. Este tratamientodeshidratalos
fragmentosde gel, permitiendoqueabsorbanmejorel siguientereactivoañadido,con lo cual
éste llega a toda la proteína,aumentandoasí la eficacia de las reacciones.Se añadió a
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continuación100 ¡sí de DTT (Sigma), a una concentraciónde 1 mg/ml en bicarbonato
amónico50 mM, pH 8.5, y se incubó la placaa temperaturaambientedurante15 minutos.Se
eliminó el DTT y selavaronlos fragmentosde gel con acetonitrilo.A continuaciónseañadió
100 ¡sí de iodoacetamida(Sigma)a una concentraciónde 10 mg/ml en bicarbonatoamónico
50 mM, pH 8.5, incubándosela placaa temperaturaambientedurante30 minutos.Despuésde
eliminarla iodoacetamidaserealizaroncuatrolavadosconacetonitriloy bicarbonatoamónico
de formaalternativa.Porúltimo seañadióacetonitriloparadeshidratarel gel, se eliminó, y se
secaronlas muestrascompletamenteen un aparatoSpeedVac (Savant).

La digestión proteolítica se realizó con tripsina (Boebringer Mannheim, para
secuenciación).Se añadió a cada pocillo 10 ó 20 ¡sí de una solución de tripsina de
concentración14 ng/¡sl en bicarbonatoamónico50 mM, pH 8.5, preparadaa partir de una
soluciónmadre a 0.1 ¡sg/pi en TFA al 0.1%. El volumen de solución de tripsina debeser
suficienteparapermitir la rehidratacióndel fragmentode gel. La incubaciónsellevó a caboa
temperaturaambientedurante 18 horas en una bolsa de plástico sellada para evitar la
evaporación.A las 2 horassetomaronalícuotasde varios pocillos y se analizaronmediante
MALDITOF-MS, comprobándosequesehabíaproducidoyala liberaciónde péptidos.

6.3.2.Espectrometríade masasMALDI-TOF.

Las muestrassedispusieronen una placa metálicacon 384 pocillos siguiendo este
procedimiento. En primer lugar seañadió la matriz (unos 0.2 ¡tI por pocillo), que forma una
película sobre la placa. La matriz se preparó mezclando4 partes de ácido ct-ciano-4-
hidroxicinámico(Aldrich) aconcentraciónde 5 mg/ml en agua(acidificadoconTFA al 0.1%)
con 1 parte de nitrocelulosa (Trans-Blot Transfer Medium, Bio-Rad) a concentración de
10 mg/ml enacetonay 2-propanol(1:1) (Jensenet al., 1997).Sobrela matrizseañadió0.5 ¡sí
de ácido fórmico al 5% en forma de gota. Sobreéstase dispensó0.5 ¡sí de la muestra,es
decir,de la soluciónresultantedc la digestióntríptica.Unavez secas,las muestrasselavaron
depositandounagotade ácidofórmicoal 5%sobreellasy retirándolainmediatamente,con el
fm de eliminar sales precipitadas.Las muestras así cargadasse analizaron mediante
espectrometríade masasde tipo DE-MALDI-TOF (DelayedExtractionMatrix-AssistedLaser
Desorption Jonization flme-ofFlight) en un espectrómetrode masas Tof-SpecSE
(Micromass,ReinoUnido), en modo reflector. La adquisiciónde los espectrosse realizó de
forma automática,así comoel procesamientode los mismosparaobtenerla huellapeptídica
correspondienteacadamuestra.

6.3.3.Espectrometría de masasen tándem mediantenanoelectrospray.

Para la realización de esta técnica se procedió a la eliminación de sales de las
solucionesde digestión. Cadauna de las muestrasse hizo pasarpor una minicolumna de
resmaPorosR2 (PerceptiveBiosystems,MA) empaquetadaen un capilar, se lavó con ácido
fórmicoal 0.5%,y fue eluidacon unamezclade metanolal 50%y ácidofórmico al 1% en un
volumen de 3 ¡sí. Una alícuota de 1 ¡sI de este volumen se introdujo en un capilar de
borosilicato recubierto con oro, se inyectó en un espectrómetroSciex API III (Applied
Biosystems) de triple cuadrupolo equipado con una fuente de ionización de tipo
nanoelectrospray,y se analizó por espectrometríade masas en tándem. Una vez que se
detectabanpicos correspondientesa péptidoscon doble cargase procedíaa su fragmentación
inducida por colisión (CID, Collision-induced D¡ssociation).Los espectrosresultantesfueron
interpretadosmanualmente.
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6.3.4.Espectrometría de masasen tándem acopladaa cromatografia líquida.

Las solucionesde digestión se inyectaronen un equipo de cromatografíalíquida
capilaren fasereversaacopladoa un espectrómetrode masascon detectorde tipo Q-Tofi Se
empleóuna columnaPepMapde 180 ¡sm de diámetro,con un flujo de 1 ¡sl/mm. La muestra
fue eluida con un gradientede acetonitriloquevaríadesde99%acuosohasta40%acuosoen
una hora, e inyectadadirectamentemediantespray en un espectrómetrode masasQ-Tof
(Micromass,ReinoUnido). Ésteestáprovisto de un dispositivollamado automaticfi¿nction
switching(cambiode funciónautomático),recogiéndoselos datosen dos canalesdiferentes.
El equipo trabaja primero en modoTOF-MS, recogiendolos valoresde m/zentre400 y 2000,
y cuandoun péptido alcanzauna determinadaintensidadcambiaautomáticamentea modo
MS/MS (por CID, collision-induceddissociation),recogiendolos valoresde m/z entre60 y
2000durante10 segundoso hastaalcanzaruna determinadaintensidad.El procesamientode
los datosobtenidosse realizó de maneraautomática,obteniéndoseuna lista de las masas
peptídicasde todos los iones detectadosporel aparato.Estainformaciónfue comparadacon
una base de datos de proteínasno redundanteutilizando el programaMASCOT (Matrix
ScienceLtd., Londres;http:\\www.matrixscience.com).
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1. ANÁLISIS E IDENTIFICACIÓN DE LAS PROTEÍNAS SECRETADAS POR
PROTOPLASTOS DE S.cerevisiaeEN REGENERACIÓN.

La eliminaciónde la paredcelular de las célulasde levaduraen un medio isosmótico,
y posterior incubación de los protoplastos en condiciones de regeneración permite la
expresiónde genesimplicados en los procesosde construcciónde la pared celular. En
condicionesde regeneración,muchasproteínassonsecretadasal medio de cultivo. Entreéstas
seencontraránprobablementeno sólo proteínasestructuralesde laparedcelular,sino también
enzimasimplicadasen los procesosde construccióny ensamblaje.En el presentetrabajose
han analizadolas proteínassecretadasporprotoplastosen condicionesde regeneraciónde la
paredcelular,comoestrategiaparaidentificar proteínasimplicadasen procesosrelacionados
con la construcciónde estaestructura,así comopara obtenerun mapade referenciade las
proteínassecretadasendichascondiciones.

1. Obtención de los productos de secreción de protoplastosde S. cerevis¡ae en
regeneración.

Con el fin de obtenerlas proteínassecretadaspor 5’. cerevisiaedurantela regeneración
activa de la pared celular, en cantidadelevaday en las condicionesadecuadaspara su
posterioranálisis,seprocediócomoa continuaciónsedescribe.Los detallesdelprotocolose
describenen Materialesy métodos.La cepaS288Cse incubóhastaalcanzaruna densidad
óptica adecuada(elegidacomo4), para conseguirun elevadonúmerode células, sin que el
cultivo llegaraala faseestacionaria.Despuésde lavar las células,éstasfueron incubadasen
una solución de pretratamientoque conteníaj3-mercaptoetanol,con el fm de desorganizar
ligeramentela paredy facilitar la posterioractuaciónde las enzimaslíticas (Guthriey Fink,
1991).Los protoplastosseprepararonmedianteel tratamientoconGlusulasa®,unamezclade
glucanasas,proteasasy sulfatasasque digiere la paredcelularde la levadura,en un medio
estabilizadoosmóticamente,sorbitol a concentración1 M, con agitaciónsuave.El tiempo de
tratamiento necesario para la obtención de un 95-100% de protoplastos fue de 45 a 60
minutos.

Una vez obtenidos los protoplastos,se lavaron con sorbito] 1 M tres vecespara
eliminar completamentela Glusulasa®.Posteriormentese incubaroncon agitaciónsuaveen
un medio mínimo suplementadocon todos los aminoácidosy estabilizadocon sorbitol 1 M,
para permitir la regeneraciónde su pared celular. Este medio fue elegido por ser un medio
rico y defmido, de maneraque en su composiciónno hubiera sustanciasque pudieran
interferir con el posterioranálisis electroforéticode las muestras.Despuésde doshorasde
incubación,se recogióel medio, se filtró para eliminar completamentelas células y se
concentróporultrafiltración. Con el fin de eliminarel sorbitol,el medio fije lavadotresveces
condiez volúmenesde aguamedianteultrafiltración, y fmalmenteseliofilizó, obteniéndose
asi unamuestraen las condicionesadecuadasparasuposterioranálisis.En algunoscasos,el
medio fue concentradohasta un volumen final de unos 200 ¡sí, para evitar la liofilizacion.

Los protoplastos, recién preparadosy tras dos horas de regeneración,fueron
observadosmediantemicroscopiaelectrónicade transmisión(fig. 11). Los protoplastosrecién
preparadosaparecíancomo células redondas,de superficie suave, con arrugaso canales

65



Resultados

Fig. 11. Imágenesde microscopiaelectrónicade barridode protoplastosdeS. cerevisiae.
(A) Protoplastosrecién preparados.(B) Protoplastostras dos horas de incubaciónen

condicionesderegeneración.La barracorrespondea 1 ¡sm.

distribuidosde formairregular. Tambiénseobservaronunasformasglobulares,menoresque
las células, que correspondena sustanciassecretadaspor los protoplastos(Miegeville y
Morin, 1977). Despuésde dos horas de incubación en condicionesde regeneración,los
protoplastospresentabanuna red de fibras gruesas,componentesde la nueva pared en
formación,distribuidasdeformairregularportodala superficie.

2. Controlde la lisis celular.

Con el fm de comprobar que los protoplastos no se habían lisado durante la
preparaciónde las muestras,lo cualhubierallevado ala contaminaciónde éstascon proteínas
intracelulares,llevamosacabovarioscontrolesde la lisis celular.

2.1. Valoracióncuantitativade la fosfatasaalcalina.

La fosfatasaalcalinaes una enzimaintracelular,y únicamenteselibera al medio de
cultivo en casode lisis celular.La actividadfosfatasaalcalinaseponede manifiestomediante
la reacciónconun sustratocromogénico,elp-nitrofenilfosfatodisódico,en la cualse liberap-
nitrofenol, de color amarillo a pH básico. La determinaciónde estaactividad se realizó
siguiendoel métodode Cabib y Durán(Cabib y Durán, 1975). El ensayode valoraciónde
fosfatasaalcalinaserealizóen el medio de regeneraciónde los protoplastos,despuésde la
eliminacióntotal de las célulaspor filtración, en todaslas muestrasobtenidas.Como control
positivo de la reacciónseempleó un lisado de una alícuotade protoplastos(100U.E.). Los
valoresde actividadfosfatasaalcalinade las muestrasutilizadasestuvieronentre 1.3 y 2.12
U.E. (defmiéndoseunaU.E. comolacantidadde enzimaquelibera 1 nmol dep-nitrofenolpor
ml y por minuto). Todasaquellasmuestrascon un valor de absorbancia,a una longitud de
ondade 420 nm, superiora 0.1 (equivalentea4 U.E.) fueronrechazadas.

2.2. Western-blotting con anticuerpos frente a Secl4py proteínas ribosomales.

Secl4pesuna proteínasolublecitoplásmica,y suusocomocontrol de la lisis celular
ha sido descritopreviamente(Cleveseta?., 1996).Paradeterminarsi en la preparaciónde las
muestrasse habíaproducido la lisis de los protoplastos,se decidió intentar detectarla
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presenciade estaproteínaen las mismasempleandoanticuerpospoliclonalesfrentea Secl4p
(Bankaitis et al., 1989),cedidospor el laboratorio del Dr. Bankaitis. Varias diluciones de un
extractocitoplasmático,así comodistintascantidadesde unamuestrade proteínassecretadas
por protoplastos,fueron separadasmedianteelectroforesisy analizadasmedianteWestem-
blotting con anticuerposfrente a Secl4p (fig. 12). La película fue analizadautilizando el
programaMolecularAnalyst (Bio-Rad). La densitometríarealizadamostróc1ue la intensidad
de las bandasde los carriles A y B correspondíaa 1.2 x 106 y 6.25 x 10 células lisadas
respectivamente.El porcentajede lisis celularexistenteen lamuestrafue calculadoteniendo
encuentalacantidaddeproteínacargadaen el gel, el total de proteínasecretadade la muestra
y el número total de protoplastos en ésta. Este experimentopermitió concluir que el
porcentajede lisis celular en las muestrasde proteínassecretadaspor protoplastosen
regeneración,preparadastal y como se ha descrito anteriormentey, por tanto, la
contaminaciónde estasmuestrascon proteínasintracelulares,esmenordel 0.1%. Al llevar a
cabo un experimentosimilar empleandoanticuerposfrente a proteínasribosomalesde
levaduraseobtuvieronresultadosanálogos.Como control adicional,cuandolos anticuerpos
anti-Secblp fueron ensayadosfrente a una membranacorrespondientea la separación
electroforéticabidimensional de las proteínassecretadaspor protoplastos,no se detectó
Secl4p.

Fig. 12. Análisis de las proteínas secretadaspor
protoplastos mediante Westem-blot con
anticuerposfrente a Sec14p. Los carriles 1-8
contienen varias diluciones de un extracto
citoplasmático, correspondientes a 6 x 1 o

7,
3x107, 1.2x io~, 6x106, 3x106, l.2x 106,
6 x ío5 y 3 x i& célulasrotas respectivamente.
Los carriles A y E contienen distintas
cantidades de una muestra de proteínas
secretadasporprotoplastos.

3. Análisis de la glucosilación de las proteínas secretadas por protoplastos de
S.cerev¡siae.

Algunasde las manoproteinasde la paredcelularestánunidasaunacadenade 13-1,6-
glucanocon un enlacefosfodiéster(a travésde un restode un resto de GPI). Medianteesta
cadena,estasproteínasseanclana la matrizde ¡3-1,3-glucano(Kapteyneta?., 1994;Kapteyn
eta?., 1995; Kapteyneta?.,1996; Montijn et al., 1994).Hay otrasmanoproteinasde lapared
celular,las llamadasproteínasPir, que estánunidasdirectamenteal 13-1,3-glucano,aunqueno
se conoceel tipo de enlaceentrelas dos macromoléculas(Kapteynet al., 1999b). En este
trabajo se ha investigado la glucosilación de las proteínassecretadaspor protoplastos
medianteWestern-blotting,utilizandoanticuerpospoliclonalesfrentea ¡3-1,6-glucanoy 13-1,3-
glucano,cedidospor el Dr. ¡(lis. Como muestrala figura 13, el suero anti-13-1,6-glucano
detectóunabandamuy tenuea 160 kDay otraen la partesuperiorde la membrana,muy por
encimade 250 kDa(carril d). Como control positivo seempleóuna muestrade proteínasde
paredextraídascon zimoliasa,ya que éstasllevan unidauna cadenade residuosde glucosa
unidosmedianteenlacesf3-1,6 (Montijn et al., 1994).Esteresultado indica que algunasde las
proteínassecretadaspor protoplastosdurantelas dos primerashorasde regeneraciónestán
unidasa jB-l,6-glucano.El sueroanti-13-1,3-glucanotambiéndetectóunabandamuy tenuepor
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encima de 250 kDa. Esta banda desaparecióal realizar un experimento de competición con
laminarmna,un polímerode 13-1,3-glucosa.Por tanto, algunasde las proteínassecretadaspor
protoplastostambiénparecenestar13-1,3-glucosiladas.Sin embargo,ninguno de estos dos
polisacáridos fue detectadoen membranasprocedentesde separacioneselectroforéticas
bidimensionales,probablementedebidoa la pequeñísimacantidadpresenteen la muestra.

Fig. 13. Análisis medianteWestern-blotting
de la glucosilaciónde lasproteínassecretadas
por protoplastosdeS. cerevisiae.
(a) extracto citoplasmático; (b) proteínasde
pared extraídascon SDS; (c) proteínasde
pared extraídascon zimoliasa; (d)proteínas
secretadaspor protoplastos. Las muestras
fueron analizadascon un sueroanti-13-1,6-
glueanopurificadopor afinidad.

4. Obtención de un mapa de proteínas secretadaspor protoplastos en un gradiente no
lineal de pH de 3 a 10.

Las muestrasobtenidassegúnse describeanteriormentefueron separadasmediante
electroforesis bidimensional (Bjellqvist et al., 1993a). La separación mediante
isoelectroenfoquese llevó a caboen un gradienteinmmovilizadode pH (IPG), sistemaque
aumenta la resolución y reproducibilidad de los geles respectoal sistema clásico, que
empleabaanfolitos, permiticndoademáscargarmayorcantidadde muestra(Bjellqvist et al.,
1 993b).Paralaseparaciónmedianteisoelectroenfoqueseempleóun gradienteno lineal de pH
entre3 y 10. Se eligió un gradienteno lineal enel intervalode pH entre5 y 7 paraconseguir
unamejorresoluciónde las proteínasconvaloresdep1comprendidosen él. En la figura 14 se
muestra la separación electroforética bidimensional de las proteínas secretadaspor
protoplastosdeS.cerevisiaeen regeneración,en los intervalosde Mr 10-200y pi 3.5-9,en un
gel teñido con plata. Los geles preparadosfueron analizadosutilizando el programa
MELTANIE &étÉión it BJ&Rad5 diéteétáhdbsé défl&déi<dé lOWffiáiidlá&jifdÍéÍciás Los
valoresde pesomoleculary puntoisoeléctricode las manchasfueronextrapoladosa partirde

Fig. 14 (páginasiguiente). Mapa bidimensional de las proteínassecretadaspor protoplastosde
S. cerevisiaeencondicionesde regeneraciónde la paredcelular. Las identificacionesse describenen
el textoy en lastablasVII y VIII.
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los valores de patronesproteicos internos, utilizando el programacitado. La resolución
conseguidafue buena, excepto en la parte superior del gel, donde aparecíauna línea
horizontalno resuelta,y en la zonaácida.La técnicaserevelóaltamentereproducible.

4.1. Identificación de las proteínas mediante secuenciación del extremo
aminoterminal.

La primera estrategia empleada para la identificación de las proteínas fue la
secuenciacióndel extremoaminoterminal.Parala obtenciónde proteínasaisladasseprocedió
a realizar la electroforesisbidimensional preparativade las muestrasde productos de
secreción de protoplastos.Los geles resultantesde la separaciónbidimensional fueron
transferidosa membranasde PVDF, utilizando un sistemade transferenciasemiseca.El
tampón de transferenciafue CAPS 10 mM a pH 11, con metanol al 10%, para evitar la
contaminaciónde las membranascon glicina (Matsudaira,1987). Las manchasproteicas
detectadasconAzul Coomassiefueronsometidasa degradaciónde Edmanparadeterminarsu
secuenciaN-terminal.Esteanálisisfije realizadoporel Dr. EnriqueMéndez,enel C.N.B. de
Madrid, y porFranciscoCanals,en el Serviciode SecuenciacióndeProteínasdel Instituto de
BiologíaFundamental“Vicent Villar Palasí”,en la UniversidadAutónomade Barcelona.Las
secuenciasaminoterminalesobtenidasse muestranen la tabla VII. Estassecuenciasfueron
comparadascon la base de datos SaccharomycesGenomeDatabase (http:\\genome-
www.stanford.edu)medianteel programaBLAST, resultandoen la identificaciónde las
manchasproteicasanalizadas.La comparaciónserealizó frentea la traducciónde todos los
ORFs del genomade S. cerevisiae secuenciadoshasta aquel momento. Posteriormente,
despuésde finalizarse la secuenciacióndel genomacompleto de S. cerevisiae (Goffeau,
1 996a), estas identificacionesfueron revisadasy, en el caso de la manchaproteica m9,
corregidas.A continuaciónsedescribenlas identificacionesobtenidas.

La secuenciadeterminadaparam9 se encontróen los productosgénicosde tresOREs:
YJLI58w, YJL159w e YKL163w. YJLl59w codifica la proteínaPir2p/HsplSOp,YKL163w
codifica Pir3p e YKLl63w codifica Cis3p. Se trata de tres proteínashomólogas,que
pertenecena la familia Pirl/Hspl50/Pir3. En los tres casosla secuenciadeterminadaparam9
se encontrabainmediatamentedetrás de un punto de procesamientode la proteasaKex2p.
Estádescritoen la literaturaque duranteel procesode secreción,HsplSOpesprocesadapor la
proteasaKex2p, siendola subunidadlila secretadaal medio (Russoel a?., 1992).Lo mismo
podría estar ocurriendo en el caso de Pir3p o Cis3p. Teniendo en cuenta los puntos
isoeléctricosteóricosde las supuestassubunidadesII de cadauna de estas tres proteínas,
pareceríaprobableque m9 fueraHsplSOp/Pir2po bienPir3p,o inclusounamezclade ambas.
Resultadosposterioresobtenidos medianteespectrometríade masas han confirmado la
presenciade estasdosproteínasen la zonadelgel correspondientea m9 (véanselos apartados
4.3 y 5.2.3). Recientementese ha descritoque HsplSOp/Pir2p,ademásde ser secretadaal
medio de cultivo, tambiénestáunida a la paredcelular de S. cerevisiaemedianteun enlace
covalenteal 13.1,3-glucano(Kapteynel a?., 1999b). Pir3p, tambiéndenominadaCcw8p, es
otro componentede la paredcelular, de dondepuedeser extraídamedianteel tratamiento
suavecon álkali (Mrsaet al., 1997).

La secuenciaN-terminaldeterminadaparamíO seencontrótambiénen los productos
de dosORFs,YGR254w e YHRl74w, quecodificanrespectivamenteEnolp y Eno2p.Ambas
proteínas son idénticas hasta el aminoácido n0 52 y tienen el mismo tamaño. Para la
identificacióndefinitiva se recurrióa la comparacióndel valor experimentalde pI con los
valorescalculadosa partir de las secuenciasde ambasproteínas.Enolp tiene un pI de 6.39,
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mientrasque el de Eno2pesde 5.82. El valor de pl estimadopara la manchaproteicamíO
medianteel programaMELANIE fue de 5.76, concluyéndosequemíO correspondea Eno2p.
La enolasaesunaenzimade la rutaglucolítica,querealizala conversiónde 2-fosfogliceratoa
fosfoenolpiruvato.Varios autoreshandescritola presenciade estaenzima,así como de otras
enzimas glucoliticas, en la pared celular de levaduras y en la superficie celular de otros
microorganismos(revisadoen Chaifin etaL, 1998).

La búsquedade la secuenciaN-terminal de mil dio como resultadoel ORF
YGR286c. Estegen codificaBgl2p, una proteínaque se localiza en la paredcelularde la
levadura(¡(lebí y Tanner,1989).Otros datosque apoyanestaidentificaciónson los valores
experimentalesdepI y Mw, quecoincidencon elpI calculadoapartir de la secuenciay conel
pesomolecularaparentede la proteínamadurarespectivamente.Por último, la secuenciaN-
termina] determinadaparamil coincide con la secuenciaN-terminal de la proteína Bgl2
madura (una vezeliminado el péptido señal), exceptoen el aminoácido n0 5. A partir de este
residuo hubo un problema con el secuenciador,lo cual hace pensar que la quinta
determinaciónno seamuy fiable. Por todo esto sepuedeconcluir que mli correspondea
Bgl2p. Estaproteínafue originalmentedescritacomo exo-13-1,3-glucanasa(¡(lebí y Tanner,
1989),aunqueposteriormentesedemostróque setratabade unaendo-f3-1,3-glucanasa,con un
posible papel en la expansióncelular duranteel crecimiento,en el apareamientoy en la
liberaciónde las esporas(Mrsa et a?., 1993).Recientementeseha descritoque Bgl2p posee
unaactividad¡3-1 ,3-glucosiltransferasa(Goldmaneta?.,1995).

En la II Reuniónde Electroforesis-2Den Siena(Septiembre,1996) se describióun
nuevo sistema de aplicación de la muestraen los gelesIPG empleadospara la primera
dimensión, desarrolladopor Sánchezy colaboradores(Sánchezet al., 1997). El sistema
consistíaen realizar la aplicaciónde la muestradurantela rehidratacióndel gel, la cual se
llevabaacaboen unabandejaespecialmentediseñadaparaello. Al emplearestemétodoen la
electroforesisbidimensionalmicropreparativase consiguiócargar una mayor cantidad de
proteína,y, además,evitar la precipitaciónde la muestraen el punto de aplicaciónde ésta.
Ello permitió detectarun mayornúmerode manchasproteicasen las membranasdespuésde
la tinción conAzul Coomassie,y realizarla secuenciaciónaminoterminalde las mayoritarias.
Los datosobtenidossemuestranen la tablaVII.

La mancha m14 correspondea la gliceraldehido-3-fosfatodeshidrogenasa.Sin
embargo,no fue posible distinguir entre las isoformas Tdh2p y Tdh3p, ya que ambas
presentanunasecuenciaaminoterminalidénticahastael aminoácido21, y sus valoresdepeso
moleculary punto isoeléctricosonmuy similares.Se tratade otraenzimade la glucolisis,que
cataliza la conversión del gliceraldehido-3-fosfatoen 1,3-difosfoglicerato. También se
detectaronformas truncadas de Tdh3p (manchas20, 21 y 23). La manchaproteicam20
correspondíaa una mezclade dospolipéptidosprocedentesde estaproteína,comenzandoen
los aminoácidosIle-IB y Leu-20. Para la mancham21 se determinóuna secuenciaque
coincidíacon la de Tdh3p a partir de la Arg-20. La mancham23 presentauna cuartaforma,
quecomienzaen Arg-22.

La mancham45 resultóserotra de las enzimasde la glucolisis, la fructosabifosfato
aldolasa. Esta cataliza la hidrólisis de la fructosa-1,6-bifosfato para dar lugar a
dihidroxiacetonfosfatoy gliceraldehido-3-fosfato.

Al analizar la mancha m25 se obtuvo una secuenciaN-terminal que resultó
correspondera la proteínaYgplp, a partir del residuoPhe-145;esdecir, se trataríade una
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forma truncadade estaproteína.Ygplp es una proteínaglicosilada, que es sintetizaday
secretadaal medio de cultivo en condicionesde falta denutrientes(Destruelleeta?., 1994).

Para la mancha míS seobtuvo una secuenciaN-terminal discontinua de 22 residuos.
Al realizar la búsquedaen las basesde datos, esta secuencíase localizó en la proteína
traducida a partir del ORF YDRO5Sw. La secuenciaN-terminal determinadacomenzabaen el
aminoácidon0 20 de la hipotéticaproteína.FI programaPsignal,que empleael algoritmo de
Von Heijneparala detecciónde péptidosseñalque dirijan la secreciónde proteínas(Nielsen
et a?., 1997), predice la existenciade un péptido señal en la secuenciade la proteína
codificada por YDRO55w. El punto de procesamientomás probable está entre los
aminoácidos Ala-19 y Ala-20. Es decir, la secuencia N-terminal determinada
experimentalmentecoincide con la teórica. La manchaml6 presentóla misma secuencia
aminoterminal.Cuandose analizóla manchaml 7 se obtuvo una secuenciaN-terminal que
también localizamos como procedentede YDRO55w, aunque ésta comenzabaen el
aminoácidoSer-177de la proteína.Estamanchapodríapuesserun productode degradación
de dichaproteína.La mancham15 no ha podido serasignadaa ningunamanchaen el gel ya
que no fue detectadamediantela tinción con plata, y la posiciónde las manchasm16 y m17
mostradaen el gel esaproximada(fig. 14).

Al serYdrOSSwla primeraproteínade función desconocidaidentificadaen nuestras
muestras,y dadaslas característicastípicasde proteínasde paredque presentaba,decidimos
profundizarensu estudio(CapítuloII de Resultadosde estamemoria).El ORE YDRO55w fije
registradoen la basede datosSaccharotnycesGenomeDatabase,denominándoselePSTJ(de
Protop?asts-SecreTedprotein).

4.2. Identificación de proteínas mediantedeteccióncon anticuerpos.

Dado que la identificación de manchas proteicas mediante secuenciación
aminoterminalrequeríauna considerablecantidad de proteína, se decidió recurrir a otra
estrategia.Abordamos,pues, la localizaciónde proteínasde paredconocidasen el patrón
bidimensionalmedianteWestern-blotting,usandoanticuerpospoliclonalesespecíficos.Las
identificacionesobtenidasse muestranen la tabla. Todos los anticuerposutilizados fueron
ensayadosprimero en Western-blots monodimensionales,con el fin de comprobarque
reconocíanalgunaproteínaen la muestrade proteínassecretadasporprotoplastos.

Los anticuerposfrente a la familia SSA reconocentanto a Ssalp como a Ssa2p; sin
embargo se desconocesi también reaccionancon Ssa3p y Ssa4p,que se inducen en
condicionesde estrés(E. A. Craig, comunicaciónpersonal).Al llevar acaboel Western-blot,
estos anticuerposreconocieronun grupo de proteínasa 76 kDa, siendo la identificación
asignadaal grupocorrespondienteen el gel (fig. 14). Los anticuerposfrentea la familia SSB
tambiénreconocendosproteínas,Ssblpy Ssb2p.Estosdetectaronotro grupode manchasde
un pesomolecularligeramenteinferior al anterior.

Los anticuerposfrentea Cwplp, unaproteínade paredunidacovalentementeal 13-1,6-
glucano (Kapteyn et al., 1996), no dieronningunaseñalal ser ensayadosen Western-blot
monodimensional.Sin embargo, posteriormenteesta proteína fue identificada entre las
proteínassecretadaspor protoplastosmedianteespectrometríade masas(véaseel apanado
5.2.2. de estecapítulo).
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Los anticuerposfrente a Gaslp, una proteína de membranacon anclaje a OPI
(Benghezalet a?., 1995; Nuoffer et al., 1991),reconocieronun rastrono resueltoen la parte
superiory ácidade la membranabidimensional.Esto indicabaque Gaslp,o algunaproteína
homóloga,estabapresenteen las muestrasde proteínassecretadaspor protoplastos.Estos
anticuerpos policlonales empleados son capaces de reconocer alguna(s) proteína(s)
homóloga(s)a Gaslp(L. Popolo, comunicaciónpersonal).La familia GAS en S. cerevisiae
estácompuestapor cinco proteínashomólogas(Caro et al., 1997). Resultadosobtenidos
posteriormentemedianteespectrometríade masasconfirmaron la presenciatanto de Gaslp
como de su homólogo Gas3p,en la región reconocidapor los anticuerpos(véanselos
apartados4.3 y 5.2.3 de estecapítulo).

Sehan ensayadotambiénanticuerposfrentea Hkrlp, Kre9p y Floíp, todos ellos con
resultadonegativo.Esto no es extraño,ya que no esperábamosencontrarningunade estas
proteínas.Hkrlp esunaproteínade membranaplasmáticade tipo 1, únicamentedetectadaen
sobreexpresión(Yabeet a?., 1996),Kre9p sólo esdetectadaen el mediode cultivo cuandoes
sobreexpresada(Brown y Bussey,1993a), y Flolp no se expresaen cepasno floculantes
(Bidardeta?.,1995),comoesel casode la 5288C.

Tabla VIII. Identificación de proteínas secretadaspor protoplastosde £ cerevlsiae
mediantedeteccióncon anticuerpospoliclonales.

Manchaproteica pJ& Mw (kfla)a Identificación

m50 4.63-4.67 76 Ssal,2,(3,4)p
mM 4.90-5.02 71 Ssbl,2p
m52 4.23-4.27 42, 55 Exglp
m53 126 Gasp4.1-4.6
O Valoresexperimentales(MELANIE 2.1).

4.3. Identificación de proteínas medianteespectrometríade masas.

La muestra de proteínas secretadas por protoplastos de S. cerevisiae

(aproximadamente150 ~ig de proteína) fue separadamedianteelectroforesisbidimensional
analítica. La segundadimensiónse llevó a caboen gelesde poliacrilamida al 8% (fig. 15).
Esta concentraciónde acrilamidaorigina un tamañode poro en la malta del gel tal que
permite la salida de los péptidosde ésta despuésde la digestión proteolítica (5. Bains,
comunicaciónpersonal). Los geles así obtenidos fueron teñidos con plata siguiendo el
procedimientodescritopor Schevchenkoy colaboradores(Shevchenkoet al., 1996b).Este
procedimientono estan agresivopara las proteínascomo los empleadostradicionalmente,y
fue diseñadoparasercompatiblecon el posterioranálisisde las manchasdetectadasmediante
espectrometríade masas.Las manchasproteicasdetectadasfueroncortadasmanualmentecon
una cuchilla y transferidasa tubos eppendorfi El análisis de estas manchasmediante
espectrometríade masasfue realizado por Malcolm Ward y Satty Bains (Biomolecular

Structure Unit), en el Medicines Research Centre de GlaxoWellcome Researchand
Development(Stevenage,ReinoUnido).

La estrategiaseguidaparala identificaciónconsistióen la digestióncon tripsinade las
manchasproteicas,y la obtenciónde una“huella peptídica” medianteel análisisde la mezcla
resultanteporespectrometríade masasde tipo MALDI-TOF. Las búsquedasen las basesde
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TablaIX. Identificacióndeproteínasmedianteespectrometríademasas.

Mancha Mw (kDa)b ~
1h Péptidoscoincidentes Identificación

proteica
0

1 (m9) 125 4.57

2 110 4.42
3 88 4.37
5 64 4.44
15 44 5.25
16(m11) 31 4.36
17 32 4.62
19 27 5.20
20 27 5.31
21 22 4.71
22 34 5.26
25 46 7.75
26 46 6.51
28 49 7.12
29 58 8.35
30 58 7.38
31 33 5.39
34 35 5.67
45 57 5.69
46 46 5.67
47 45 5.68
57 24 5.74
59 28 7.40
60 23 5.95
63 24 8.37
65 26 9.00
66 22 8.97
67 33 5.80
68 34 5.89
70 35 7.08
71 41 5.97
79 39 5.66
82 48 5.97

0E1 número se refiere al gel representado
identificadaspreviamenteporotrométodo.
b Valoresexperimentales(MELANIE 2.1).
ConfirmadomedianteNanoES-MS/MS,

d Identificada mediante NanoES-MS/MS.

(m20)
(m21)
(m14)

MS/MSd

5
7
MS/MSd
7
5
7
7
12
7
5
17
6
MS/MSd
8
4
8
lo
18
15
12
12
10
5
5
15
6
13
MS/MS
9
5
15
13

en la figura ISa. Entre

Espí SOp
Suc2p
Oas3
Kellp
Kellp
Prp46p
Prp46p
Bgl2pc
BmhlpC
Eno2p
Eno2p
Ahpl p
IpplpC
Pgk IP
Pgk lp
Glrlp
Pyk IP
Pyk 1 pC

Eno2p
Eno2p
Dcplp
Eno2p
Eno2p
Tpilp
Eno2p
Tdh3pC
Eno2pc
PmgIp
Eno2p
Tdh3p
Tdhl,2 ó 13p
Tdh3p
Adh1pC
Eno2p
Enolp

paréntesisse indican manchas

Fig. 15a (páginasiguiente).Separaciónelectroforéticabidimensionalde las proteínassecretadaspor
protoplastosen un gel al 8% en lasegundadimensión.Los númerosdelas manchascorrespondena las
identificacionesde la tablaIX.

Fig. 15b (pág. 79). Mapa de referencia (pI-l 3-10) donde se muestrantodas las identificaciones
obtenidas.
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datos se llevaron a cabo utilizando elprogramaPeptideSearchTM(Shevchenkoeta?., 1996),en
una base de datos no redundante que contenía entradas de SwissProt, TREMBLy Genbank.
Los parámetrosutilizados en la búsquedafueron los siguientes:intervalo de error de +1-
100 ppm, considerar modificaciones (Cys como cistein-acrilamiday Met como MetOx),
mínimode 4 péptidoscoincidentes,permitir 1 corteparcial,pesomolecularrestringido(hasta
300 kDa) y especieno restringida.En aquelloscasosen los que esteanálisisno dio lugar a
una identificación concluyente,se recurrió a la secuenciaciónmedianteespectrometríade
masas en tándem. Se han analizado 70 manchasproteicas, de las cuales 33 fueron
identificadas,correspondientesa 19 proteinasdiferentes.La tablaIX muestraestosresultados.
Todaslas identificacionesobtenidashastael momentosehanseñaladoen la figura 1 Sb.

Varias de las manchascorrespondena enzimasglicolíticaso de la fermentación,cuya
presenciaen la superficiecelular, comoseha comentadoanteriormente,ya ha sido descrita
(Chaffmeta?.,1998; Edwardset al., 1999).Porotraparte,el análisismedianteespectrometría
de masashapermitidodeterminarque lamanchaproteicadetectadapor los anticuerposfrente
aGasíp contieneal menosun homólogode ésta,Gas3p.Resultadosobtenidosposteriormente
tambiénhanconfirmado la presenciade Gaslpenestazona(véaseel apartado5.2.3 de este
capítulo).Además,sehandetectadouna seriedeproteínasimplicadasen procesosdiversos.
Ahplp y Glrlp sonrespectivamenteunaalquil hidroperóxidoreductasa(Leeeta?.,1999)y la
glutation reductasa(Collinson y Dawes, 1995), dos enzimasdetoxificadoras.Ipplp es una
fosfatasainorgánica(Kolakowski eta?., 1988).Bmhlp eshomólogaa las proteínas14-3-3de
mamíferos(Gelperinet al., 1995). Kellp ha sido descritarecientementecomouna proteína
implicada en fusión celular y morfogénesis(Philips y Herskowitz, 1998) y Prp46pes una
proteína que presentadominios WD-40, supuestamenteimplicadosen interaccionesentre
proteínas(Smitheta?.,1999).

5. Obtenciónde un mapade proteínassecretadaspor protoplastosen un gradientede

PH entre 4 y 7.

5.1. Separaciónelectroforética en un gradiente de PH de 4 a 7.

Puesto que se habíaobservadoque la mayoríade las proteínasde paredconocidas
habíansido detectadasen la zonaácidade los gelesbidimensionalesde pH 3-10, sedecidió
estrecharel intervalo de pH y ampliarasíestazona,con el fin de mejorarla resoluciónde las
manchasde proteínay facilitar su identificación.Esto seconsiguióempleandoun gradiente
lineal de pH entre 4 y 7 en la separaciónmedianteisoelectroenfoque.Puestoque se iba a
realizar la identificación de las manchasproteicasmedianteespectrometríade masas, la
separaciónen la segundadimensiónse llevó a caboen gelesde poliacrilamidaal 8%. Los
geles preparados fueron teñidos con plata siguiendo el procedimiento descrito por
Schevchenkoy colaboradores(Shevchenkoet al., 1996b). Medianteobservaciónvisual se
detectarondel ordende 50 manchasproteicas.La figura 16 muestrala imagende uno de los
gelesobtenidos.

5.2.Identificación deproteínasmedianteespectrometríade masas.

La identificaciónmedianteespectrometríade masasde las proteínasdetectadasen los
gelesde intervalo de pH entre4 y 7 se realizó en el laboratorio del Dr. Walter Blackstock
(Ce??MappingProject),en el MedicinesResearchCentre(GlaxoWellcome, Stevenage, Reino
Unido), bajo la supervisióny con la ayudade Malcolm Ward.
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5.2.1. Espectrometria de masasMALDI-TOF.

Las manchasproteicasfueronprocesadascomo sedescribeen Materialesy métodos.
Una alícuotade 1/20 de los volúmenesde digestión correspondientesa cadauna de las
manchasfue analizadamedianteespectrometríade masasMALDI-TOF. Se obtuvo así un
espectroasociadoacadaunade las manchas,queconstituyesu“huellapeptídica”.A estetipo
de espectrosele denominará“espectroMALDI-TOF” de ahoraen adelante.Los espectros
fueronprocesadosde forma automáticamedianteel programaMassLynx(Micromass,Reino
Unido), obteniéndoseuna lista de masaspeptídicasparacadaunade las manchas.La huella
peptídica de cada mancha proteica fue comparada automáticamente con la base de datos
SwissProt 35.0 por el programaProtein Probe (Micromass, Reino Unido). En el caso de
aquellas manchasque presentabanun espectrode calidad, es decir, con varios picos
peptídicosintensos,tambiénse realizó la comparaciónde la huellapeptidicacon la basede
datos nrprep (actualizada al 14/7/99) de forma individualizadaempleandoel algoritmo
PepSea(Protana,Dinamarca).Paraque la identificaciónseaconcluyentetienenque coincidir
al menoscinco péptidos,con un intervalode error de 50 ppm, representandouna cobertura
mínima de la secuenciadel 15% (Mann el al., 1993).Ningunade estasbúsquedasdio lugara
unaidentificaciónconcluyenteparaningunade las manchasproteicas,por lo que sedecidió
recurriraotrastécnicasespectrométricas.

5.2.2. Espectrometría de masas en tándem acoplada a cromatografía líquida
(LC/MS/MS).

Dadoel limitado tiempo de que se disponíapararealizarlas identificacionesmediante
espectrometría de masas, se empleó la siguienteestrategia.Se eligieron cinco manchasque
presentabanun buenespectroMALDI-TOF (números3, 10, 12, 19 y 29) y se mezclaronlos
volúmenesrestantesde las solucionesde digestióncorrespondientesen un vial. La mezcla
resultante fue analizada mediante espectrometríade masas en tándem acoplada a
cromatografialíquida. Estatécnicaes utilizada por el grupo del Dr. Blackstock de forma
rutinariaparala identificaciónde bandasde proteínateñidascon Azul Coomassieprocedentes
de electroforesis monodimensional. Con frecuencia unasolabandacontienevariasproteínas
diferentes,y estatécnicaescapazde identificar todasellas.El razonamientoseguidofue que
si eraposibleidentificar variasproteínasapartir de la digestiónde unaúnicabandaproteica,
probablementetambién sería posible identificar las proteínaspresentesen una mezcla
formadapor las solucionesde digestión de varias manchasproteicas,que previsiblemente
contendríanunaproteínacadauna.

La mezclafue inyectadaen un equipode cromatografialíquida capilarde faseinversa,
conectado en línea con un espectrómetro de masas de tipo Q-Tof, siendo eluida directamente
hacia éste con un gradiente acuoso-orgánicoduranteunahora. Los espectrosobtenidosfueron
procesados de forma automática, dando lugar a una lista de las masas de todos los iones
detectados. Para la identificación de las proteínaspresentesen la mezcla se empleó el
algoritmo del programa MASCOT (Matrix Science Ltd., Reino Unido;
http:\\www.matrixscience.com), y la comparación se realizó frente a la base de datos nrprep.
La forma de realizar esta búsquedaconsisteen, unavez queel programaha identificado la
proteína mayoritaria presente en la mezcla -que es aquella de la cual existe el mayor número
de masas peptídicas experimentales coincidentes con las masas peptídicas teóricas-eliminar
F6d¿S~&i& ~ál&es de la búsqueday volver a realizarla comparación con la base dé dáf&sI
Entoncesotra proteínaes identificada,y se vuelve a repetir el proceso,y así sucesivamente
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hasta que todos los ionesdetectadoshayan sido asignadosa algunaproteína. Esteanálisis se
realiza de forma tan exhaustiva porque, como ya seha comentado,en las bandas proteicas
procedentesde electroforesismonodimensionales muy frecuentela comigraciónde varias
proteínasdelmismopesomolecularaparente.

La primera proteína identificada fue Bgl2p, de la cual se encontraron 18 iones
peptídicos. A continuación apareció Cwplp, detectándose14 iones. Después fueron
identificadasTdh3p (5 ionespeptídicos)y el productodel genYDRO32c(4 ionespeptídicos).
Porúltimo sedetectóHspISOp, localizándose3 ionespeptídicos.Deestamaneraseconsiguió
identificar las cincoproteínaspresentesen la mezcla,y, además,labúsquedarindió unasexta
identificación.Unicamentesedetectéun péptido de la última de las proteínasidentificadas,la
espermidina sintasa, probablemente un contaminante de alguna de las manchas, que fue
puestode manifiestograciasa la gran sensibilidadde la técnica.En la mezclatambiénse
detecté la presenciade tripsina (6 péptidos)y queratinas(13 péptidos),procedentesde
contaminacióndurantela manipulaciónde las muestras.

El siguientepasofueasignarcadaunade las identificacionesobtenidasaunamancha
proteicadeterminada.La estrategiaseguidafue compararde formamanuallas listasdemasas
peptídicasexperimentalesasociadasa cadauna de las proteínasidentificadas, con los
espectrosMALDI-TOF de las manchasque habíansido incluidas en la mezcla,tratandode
encontrar en éstos los péptidos detectadospor MS/MS específicos de cada proteína
identificada(véaseun ejemploen la figura 17).

La figura 17 muestra el espectro MALDI-TOF de la mancha proteica 3. En él se
localizóun ion peptidico[MH]~1conun valor miz de 2462.1.En la lista de ionespeptidicos
correspondientea la proteínaYdrO32p seencontraronlos valorestn/z de los ionespeptídicos
[MHz]~2y [MHs]~3correspondientes al mismo péptido, 1231.46 y 821.33 respectivamente. Es
decir,estepéptido depesomolecular2461.1 Da procedede YdrO32p.Así, los datosobtenidos
medianteespectrometriade masasMALDI-TOF continuaronla identificaciónde la mancha3
comoelproductodel genYDRO32c.YDRO32c codificaunaproteínade funcióndesconocida,
quepresentahomologíacon otrasdosproteínasde S. cerevisine(Ycp4py el productodel gen
YBRO52c) y con la proteínaobrí de resistenciaa brefeldinaA de Schizosaccharotnyces
pombe.

En elespectroMALDI-TOF de la manchaproteica10 seencontraronlos iones [MH]~1
convaloresde mlz 1699.1,1940.1 y 1485,correspondientesa los péptidosde peso molecular
1698.1, 1939.1 y 1484Da respectivamente(fig. 18). En la lista de masasexperimentales
correspondientesa Bgl2p se localizaron los siguientes iones: [MH

2J~
2con m/z849.84,

correspondienteal péptido de peso molecular 1697.68Da, [MH
3f

3 a m/z647.27,
correspondienteal péptido de 1938.8Da, y [MHj~2 a rn/z 742.75, correspondienteal péptido
de 1483.5Da. Esto confirma la identificaciónde la mancha10 como Bgl2p. La observación
de que en el espectro MALDI-TOF de la mancha proteica19 aparecían los iones
correspondientesa los mismospéptidoscondujoaidentificarlatambiéncomoBgl2p. El hecho
de que dosde las manchaspresentesen la mezclaanalizadaseanla mismaproteínaimplica
quealgunade las manchasesunamezclade al menosdosproteínas.

La manchaproteica29 fue identificadacomo CwpIp, al encontraren su espectro
MALDI-TOF tres iones peptídicos cuyas masas coincidían con las calculadas para la
digestión con tripsina de esta proteína.Probablementeesta mancha contenga también
Hspl50p, yaqueestaproteínamigraen la mismaregióndepH y, además,esminoritariaen la
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5.2.3. Espectrometria de masas en tándem con ionización mediante
nanoelectrospray(ESI/MS/MS).

Para continuar con la identificación de manchas proteicas decidimos utilizar la
espectrometría de masas en tándem con ionización mediante nanoelectrosprayy detectorde
tipo cuadrupolo. Esta técnica permite elegir un péptido concreto en una mezcla y
fragmentario, para así detenninar su secuencia aminoacídica.

Para llevar a cabo esta técnica se eligieron cuatro manchas proteicas que presentaban
un espectro MALD1-TOF de muy buena calidad, es decir, con varios picos peptídicos
intensos, con el fin de asegurar que habría péptidos en cantidad suficiente para ser analizados.
Las manchas elegidas fueron las siguientes: 22, 27, 47 y 48. Las figuras 20 a 23 muestran los
espectros MALDI-TOF de las manchas citadas. El volumen restante de las soluciones de
digestión con tripsina de cada una de estas manchas fue purificado para eliminar las sales y
concentrado. Una fracción de éste fue inyectada en el espectrómetro mediante
nanoelectrosprayy analizadapor espectrometriade masasen tándem. Una vez que se
detectaban picos peptídicos con doble carga, se procedía a su disociación inducida por
colisión. A estos espectros resultantesde la fragmentaciónde un péptido se les denominará
“espectros MS/MS”. Los espectros MS/MS obtenidos fueron interpretados manualmente,
deduciéndose de ellos secuencias aminoacidicas cortas y su posición dentro del péptido (lo
que se denomina sequencetags, literalmente “etiquetas de secuencia”)(Mann y Wilm, 1994).
Estas secuencias cortas, junto con el peso molecular del péptido correspondiente, fueron
comparadas con las bases de datos nrprep utilizando el algoritmo PepSea.

Al analizar la mancha proteica n0 27 se obtuvieron las siguientes secuencias cortas:
(360)VLIISG(716) en el péptido de 828.8 Da (fig. 20B), (505)VL/ITG(875) en el péptido de
1075.2 Da y (946)L/IT(l 160) en el péptido de 1875.6 Da. La búsqueda de estas tres
secuencias en las bases de datos de forma independiente resultó en la identificación de una
misma proteína, Cis3p. Así pues, la mancha 27 fije identificada como Cis3p. Esta proteína, a
la que también se ha denominado Pir4p/Ccwip/CcwI lp/Scw8p(Moukadiri a al., 1999; Mrsa
a al., 1997), pertenece a la familia de las proteínas Pir presentes en la pared celular. Cis3p
puede ser extraída de paredes celulares aisladas mediante el tratamiento con SDS en
condiciones reductoras (Mrsa a al., 1997) o con laminarinasa (Cappe]laro et al., 1998). La
proteína se localiza preferentemente en la superficie de yemas en crecimiento (Moukadiri et
al., 1999). Únicamente la deleción múltiple de varias proteínas de la familia Pir provoca
fenotipos característicos de daños en la pared celular (Mrsa y Tanner, 1 999a).

En el caso de la mancha 22, se observó que se trataba de una mezcla de dos proteínas.
La secuencia (621)QL/I(862) en el péptido de 1003 Da se encuentra en la proteína Bgl2p. La
secuencia(650)L/ITG(921)en elpéptido de 1108.8Daprocedede Hsp15Op(fig. 2113).

El análisis de la mancha proteica 48 dio lugar a las siguientes secuencias cortas:
(652)SYAG(1030) en el péptido de 1192.6 Da, (808)AFY(l190) en el péptido de 1535.6 Day
(645)L/IAPV(1025) en el péptido de 1254.8 Da (N-terminal) (fig. 22). La comparación con
las bases de datos identificó la mancha como Gaslp en los tres casos.

Al analizar la mancha 47 se determinó la secuencia corta (460)L/ISG(716) en el
péptido de 829.2 Da. La búsqueda en las bases de datos originó cuatro posibles
identificaciones: Cis3p, HsplSOp, Pirlp y Pir3p, todas ellas proteínas homólogas, que
comparten estepéptido procedente de la digestión con tripsina (IGSIVANR). Al revisar el
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TablaX. Identificaciónmedianteespectrometriade masasdc las proteínasseparadasen gradientede
pH 4-7.

Mancha Identidad Métodode detectados Secuencia~
proteica identificación
3 YdrO32p LC/MS/MS n.d.

Pépíidos
(Da)’
957.36
1093.4
2461.1

MALDI-TOF

MALDI-TOF

LC/MS/MS

LC¡MS/MS

MALDI-TOF

MALDI-TOF

LC¡MS/MS

NanoES/MS/MS 1003 AALQTYLPK

TSGTLEMNLK

NanoES/MS/MS

LC/MS/MS

MALIJI-TOF

828.8
1075.2
1875.6

958.4
1089.3
1227.4
1397.4
1544.6

828.4

1397.7
1544.8
1847.8

IGSIVANR
NSGTLELTLK
NSGTLELTLKDGVLTDAK

1640.5
1847.6
1881.7
1945.7
2224.7

n.d.

1092.4

n.d.

5

9

lo

12

1698.1
1939.1

1484
1698.1
1939.1

Bgl2p

Bgl2p

Bgl2p

Tdh3pC

Bgl2p

1003.5
1190.4
1191.4
1389.4
1483.5

1697.7
1713.6
1787.6
1938.8
2249.8

15

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

od.

n.d.

n.d.

16

879.3
882.4
1125,4
1373.5
1470.5

1484
1698.1
1939.1

1698.1
1939.1

Bgl2p

19 Bgl2p

22 BgI2p

HsplSOp

27

29

30

Cis3p

Cxq IP

Uspí 50

Cwplp
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MALDI-TOF

MS/MS y
MALD 1-TOP

1051VANR
n.d.

MS/MS

NanoES/MS/MS

MALDI-TOF

1584 TPPACLLACVAQVGK

1192.6
1254.8
1535.6

1484
1698.1
1939.1

YGAYSFCTPK
DDVPAIEVVONK
MTDYFACGDDDVK

n.d.

a Los péptidosseñaladosen negrita fueron localizados en los espectros MALDI-TOF.
b Lassecuenciasseñaladasenrojo fuerondeterminadasmedianteESI/MS/MS.

Identificación probable, sin confirmar.
d Contiene una metionina oxidada.

n.d.: No determinada.
* Comoen la mancha n0 10

32 Cwplp

47

879.6
1397.7

Pir3p

n.d.

1544.8
1847.8

Icwp

829.2
2132

48

54

Gaslp

Bgl2p
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II. ESTUDIO FUNCIONAL DEL GEN YDRUS5w/PSTi.

1. Características de la proteína codificada por el gen YDRO5Sw/PSTi.

El genPSTJcodificaunaproteínade 444 aminoácidos,con un pesomolecularteórico
de 45.7kDa. Estaproteínapresentaen el extremoN-terminal de su secuenciaaminoacídica
un posible péptido señal, estando el punto de procesamiento más probable entre los
aminoácidos Ala-19 y Ala-20, según el algoritmo de Von Heijne (Von Heijne, 1986).
Nuestras observaciones coinciden con esta predicción (véase el apartado 4.1. del capitulo 1 de
Resultados). Asimismo, en el extremo C-terminal hay una posible señal de anclaje a OH
(Caro el al., 1997). El sitio w de unión a la molécula de OPI correspondería al residuo Asn-
419. Además, la secuencia de Pstlp es muy rica en serinas y treoninas (un 29% en toda la
proteína), aminoácidos susceptibles de ser O-glicosiladosduranteel proceso de secreción.
Todas estas características son comunes a proteínas de la pared celular de S. cerevisiae
extraibles con glucanasas, y también a algunas proteínas de membrana (Caro et al., 1997). A
lo largo de toda la secuencia hay 15 sitios potenciales de N-glicosilación.

Pstlp presenta una homología considerable con las proteinas codificadas por otros tres
ORFsdel genoma de £ cerevis¡ae,de manera que las cuatro proteínas han sido agrupadas en
una familia a la que se ha denominado “familia Sps2” (Caro ej al., 1997), por ser SPS2el
primer gen de la misma que fue estudiado. Las cuatro proteínas de la familia presentan las
característicascitadas anteriormente:presenciade péptido señal en el extremoN-terminal,
señalde anclajea GPI, y alto porcentajede serinasy treoninas.La secuenciaaminoacídica
deducida a partir de la secuenciadel genPSTJpresentaun 58% de similitud con la deducidaa
partir del OREYBRO78w/ECM33.El mutante generado por integración de un transposón en
este OREpresenta una serie de fenotipos que indican una alteraciónclarade la paredcelular:
hipersensibilidad a zimoliasa, a toxina /4/terKl, a higromicina13 y a Blancode Calcoflúor,y
una proporción manosa:glucosa en la pared celular disminuida (Lussier el al., 1997). El
mutante delecionado en este gen en el fondo genético FYI 679 comparte todos estos fenotipos
de hipersensibilidad y además presenta una morfología aberrante (Vázquez, 1999). Las otras
dos proteínas de la familia Sps2 son las codificadas por los genes YDRS22c/SPS2e
YCLO48w. La homologíade Pstlpcon éstases menor,del 31 y 29% respectivamente,pero
sin embargo éstas están más próximas entre sí, presentando entre ellas una semejanza
del 43%.

Las proteínas con anclaje a OPI en £ cerevisiaeforman parte de la membrana
plasmática o de la pared celular (Caro el al., 1997; Hamadael al., 1998a). En todas aquellas
que no están unidas covalentemente a la pared existe lo que se ha llamado un “motivo
dibásico”, es decir, dos residuos aminoacídicos básicos juntos inmediatamente por delante del
sitio w. Este motivo no aparece en las proteínas con anclaje a OPI unidas covalentemente a la
pared. No se conoce la función de este motivo, aunque se han propuesto varias posibilidades
(Caro et aL, 1997). La secuencia de Pstlp no presenta el motivo dibásico por delante del sitio
m, lo cual la asemeja a las proteínas unidas covalentemente a la pared, mientras que todas las
demás proteínas de la familia Sps2 sí presentan el citado motivo. Sin embargo, la secuencia de
Pstlp sí presenta dos residuos básicos por delante del sitio m, en las posiciones o-2 y o-5,
aunque no están contiguos. Hamada y colaboradores han propuestoque la presencia de estos
residuos podría constituir una señal negativa para la incorporación de proteínascon anclajea
GPI a la pared celular (Hamada el al., 1998b).
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2.3. Obtención de diploides heterozigóticosy homozigóticospara pstIA: :kanMX4.

El hecho de no haber sido capaces de hacer esporular al diploide FY1679 con un alelo
del gen PST1 interrumpido, y la semejanza de la proteína Pstlp con 5ps2p, una proteína
implicada en la esporulación (Percival-Smith y Segalí, 1987), podría indicar que quizás la
deleción de ¡‘ST] tenía algún efecto sobre este proceso. Con el fin de comprobar esto, se
construyeron cepas diploides con el gen ¡‘ST] delecionado en heterozigosis y en bomozigosis.
Para ello, el mutante MY55 obtenido se cruzó con la cepa isogénica silvestre 5288C,
obteniéndose 5 diploides heterozigóticos para la interrupción del gen, a los que se denominó
DME1-5. Todos ellos fueron capaces de esporular, tanto en medio sólido como en medio
líquido, con frecuencias de esporulaciónsemejantesala cepasilvestre.

Las ascas procedentes de la esporulación del diploide DMEI frieron disecadas, y tras
la germinación de las esporas se comprobaron las auxotrofías, tipo sexual y resistencia a
geneticina. Se seleccionaron varias de las cepas haploides delecionadas en el gen ¡‘ST], de
tipo sexual opuesto. Con estas cepas se realizaron dos cruces para la obtención de diploides
con el gen ¡‘ST] delecionado en homozigosis, prestando atención a que los diploides
construidos no tuvieran los dos alelos HIS3 delecionados, ya que la deleción h1s3á200
presente en la cepa FY1679 afecta a la capacidad de esporulación. La cepa DMEI-8c se cruzó
con la DME-lOc, seleccionándose dos de los diploides obtenidos, a los que se denominó
DM011 y DM012. A los diploides obtenidos a partir del cruce de DMEI-1]d y DME1-13c
se les llamó DM021 y DM022. Estos cuatro diploides, junto con el diploide heterozigótico
DME1 y la cepa diploide silvestre FY1679 se incubaron en medio de pre-esporulación
durante 16 horas, tras lo cual se indujo la entrada en el ciclo meiótíco por incubación en
medio de esporulación. Todas las cepas fueron capaces de esporular, tanto en medio líquido
como en medio sólido. Esto demuestra que la deleción del gen ¡‘ST] no impide la
esporulación.

3. Caracterización fenotipica del mutante MY5S.

Con el fin de averiguar si la deleción del gen PSTI afectaba de alguna manera a la
cepa FY1679-28C se realizaron diversos ensayos fenotípicos.

3.1. Crecimiento y morfología celular.

En primer lugar se comprobó que la falta del gen ¡‘ST] no tenía ningún efecto sobre el

crecimiento de la cepa mutante en glucosa a 280C. La velocidad de crecimiento de las cepas
silvestre y mutante en medio rico YPDy en medio mínimo fue similar. La morfología de
ambas cepas fue observada por microscopia de contraste de fases durante su crecimiento, no
apreciándose ningún tipo de defecto morfológico en la cepa MY55.

Se ha ensayado también el crecimiento en otras frentes de carbono, galactosa y
glicerol, sin encontrar diferenciasentre las cepasensayadas.Tampoco se han encontrado
diferencias en cuanto al crecimiento a distintas temperaturas (18 y 370C).

3.2. Sensibilidad a sonicación y lisis a 370C.

La prueba de sensibilidad a sonicación es empleada como screeningprimario en el
Nodo de Pared Celular y Morfogénesis del proyecto EUROFAN, para la detección de
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mutantesde levaduraafectadosen la paredcelular. Su validez fue demostradaen nuestro
Departamento (Ruíz et al., 1999) sobreuna colecciónde mutantescon una sensibilidada
Blanco de Calcoflúor alterada (Lussier el al., 1997).La sonicaciónconstituyeuna agresión
mecanica a la pared, de manera que aquellos mutantes que poseen una pared celular debilitada
presentan una mayor sensibilidad a este tratamiento. Las cepas FY1679-28C y MY55 fueron
sometidas a un tratamiento de sonicación de 30 segundos a una intensidad de 4 micrones, tras
lo cual se determinó el porcentaje de células ioduro de propidio positivas mediante citometría
de flujo (Ruíz el al., 1999), empleándose como control positivo la cepa ecm3l (Lussier el al.,
1997). No se han detectado diferencias en la sensibilidad a la sonicación entre ambas cepas.

Los mutantes afectados en la ruta de transducción de señales mediada por la MAP
kinasa Slt2p, que controla la integridad celular, son líticos a 370C (Heinisch el al., 1999). Una
alícuota de los cultivos empleados en el experimento anterior fue incubada a 370C durante
5 horas, determinándose igualmente la lisis celular, sin encontrar tampoco diferencias entre
las cepas silvestre y mutante.

3.3. Sensibilidad a choque térmico.

Las cepas FY1679-28C y MYS5fueron sometidas a un choque térmico de 5 minutos a
520C, y posteriormente se determinó su viabilidad por el recuento de células en placa. La
supervivencia en ambos casos estuvo en tomo al 5%.

3.4. Sensibilidad a choque osmótico.

Un crecimiento deficiente en condiciones de elevada osmolaridad está asociado con
frecuencia a defectos en la pared celular o en componentes del citoesqueleto (revisado en
(Hampsey, 1997). Se ha analizado la sensibilidad de la cepa MY55 a altas concentraciones
salinas, empleando concentraciones de cloruro sódico desde 0.8 Mhasta 1.6 M. El ensayo se
realizó mediante el procedimiento de siembra en gotas, descrito en Materialesy métodos.No
se han observado diferenciasde sensibilidadentrelas cepassilvestrey mutanteaningunade
las concentracionesensayadas.

3.5. Sensibilidada zimoliasa.

La zimoliasaesunamezclade enzimashidrolíticas,constituidaprincipalmentepor 13-
1,3-glucanasasy proteasas,que digiere la paredcelular de las levaduras, provocando en
última instanciala lisis celular. La diferentesensibilidadde las levadurasa estapreparación
ha sido ampliamenteutilizadaparadetectarcambiosen la composicióny organizaciónde la
paredcelular (de Nobel el al., 1990; Lussierel al., 1997; Ovalle el al., 1998; Ram el al.,
1994). El ensayode sensibilidadazimoliasaserealizóobservandoel descensoen la densidad
óptica de una suspensiónde células de 5. cerevisiaeen presenciade zimoliasa20T a una
concentración dc 12.5 ~.tg/ml,según el protocolo descrito por Lussier y colaboradores(Lussier
el al., 1997), no apreciándose diferencias de sensibilidada zimoliasaentre la cepa mutante
MY55y la cepa parental.

3.6. Sensibilidad a Calcofiúor y Rojo Congo.

El Blanco de Calcoflúor es un fluorocromo que se une a las cadenas en formación de
quitina, y de 3-1 ,3-glucano en menor medida, impidiendo la cristalizacióny el ensamblajede
las microfibrillas(Elorzaelal., 1983; Murgui e/al., 1985; Roncero y Duran, 1985). Interfiere
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así en la organizaciónsupramolecularde la paredcelular, de maneraque una paredcelular
debilitadano resisteconcentracionesde estosagentesque normalmenteno afectana células
silvestres. El Rojo Congo, otro compuesto de características similares, afecta al ensamblaje de
las cadenas de j3-1,3-glucano (Kopecka y Gabriel, 1992). La sensibilidad a ambos compuestos
ha sido empleada en diversos rastreos para la identificación de genes implicados en la
biosíntesisy arquitecturade laparedcelular(Lussierel al., 1997;Ramel al., 1994).

Con el fin de examinarsi existíauna alteraciónen la pareddel mutanteMYS5, se
estudió su sensibilidad a los dos compuestos citados, mediante la siembra de diluciones en

gota. Se han ensayado concentraciones de hasta 40 ¡.iglml de Blanco de Calcoflúor y
100 jxg/ml de Rojo Congo, sin observar diferencias entre la cepa silvestre y el mutantepsdA.

3.7. Sensibilidad a cafeína.

La cafeína, un inhibidor de la fosfodiesterasa de AMPcíclico, provoca un incremento
en los niveles de cAMP, activando así la protein kinasa dependiente de cAMP. Los mutantes
afectados en la ruta de transducción de señales mediada por la MAP kinasa Sít2p, que
controla la integridad celular, son sensibles a cafeína (Heinisch el al., 1999). Ya que estos
mutantes presentan una pared celular debilitada, decidimos ensayar la sensibilidad de nuestro
mutante a este compuesto. El ensayo se realizó igualmente mediante la siembra en gotas,
utilizándoseconcentracionesde cafeína en un intervalo que fue desde 0.75 mg/ml hasta
1.5 mg/mI. No se ha observado hipersensibilidad de la cepa mutante MY55a cafeína en las
condicionesensayadas.

3.8. Sensibilidada toxina killer.

La toxina Ujier Kl producidapor algunascepasde levaduraes unatoxina formadora
de poros en la membrana,que requiereun pasoinicial de unión a un receptoren la pared
celular para ejercersu acción (Bussey, 1991). Este receptor es probablementeel ¡3-1,6-
glucano,ya que se ha demostradosu unión a la toxina in vitro y que puede actuar como

inhibidor competitivo iii vivo (Hutchinsy Bussey,1983).Los mutantesresistentesa la toxina
killer Kl presentan niveles disminuidos de ¡3-1,6-glucanoálkali-insoluble, y también en
ocasionesdefectosen la glicosilación(Orlean, 1997). La alteraciónen la sensibilidada la
toxina killer Kl constituyeunabuenaherramientaparadetectardefectosde la paredcelular,y
ha sido porello empleadaen diversosrastreosparala búsquedade mutantesafectadosen esta
estructura(Lussierel al., 1997; Ramel al., 1994).Seha ensayadola sensibilidadde la cepa
mutanteMY5S a la toxina killer K1, no detectándoseningunadiferenciarespectoa la cepa
parental.

La toxina killer K9 producidapor ¡‘¡chía mrakii esun inhibidor de la síntesisde la
pared celular y de la actividad 13-1,3-glucán sintasa en varios hongos (Hong el al., 1994). Se
ha analizadotambiénla sensibilidada estatoxina, sin encontrardiferenciasentre las cepas
silvestrey mutante.

3.9. Regeneraciónde protoplastos en medio sólido.

La incubaciónde los protoplastosde 5. cerevisiaeen condicionesadecuadasconducea
la regeneraciónde la paredcelular. Una incapacidadparcial o total de la cepamutantepara
regenerarestaestructuraindicaríaque la proteínaestudiadaesnecesariao imprescindibleen
procesosde construccióno reparacióndc la paredcelular.Sin embargo,tanto la cepasilvestre
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FY1679-28Ccomo la mutanteMYS5 presentaronidéntico porcentajede viabilidad en la
regeneraciónde protoplastos.Este experimentopermitió tambiéncomprobarque no existen
diferenciasde sensibilidadal mercaptoetanol,un agentereductorque libera proteínasde la
pared celular.

4. Estudio de las interacciones genéticas entre PSTI y genes implicados en la
construcción de la pared celular.

La expresióndel gen ¡‘ST] seencuentrainducidaen los mutanteskre6A (T. Roemer,
comunicaciónpersonal)y jkslA (Terashimael al., 1999), ambosafectadosen procesosde
biosíntesis de la pared celular (Orlean, 1997). Estos datos nos sugirieron explorar la relación
existente entre el gen objeto de este trabajo y los genes KRE6y FKSJ,y comprobar si existía
una letalidad sintética entre el mutante ps/JAy los dos mutantes mencionados. Ya que además
disponíamos de un mutante interrumpido en el gen GAS], que también presenta una pared
celular alterada, se decidió emplearlo también en este análisis. Para lograr este objetivo se
procedió a la construcción de cepas diploides heterozigóticas ps/lA kre6A, ps/JAJksJA y
ps/JA gasJA, para después de su esporulación analizar la progenie resultante.

La cepa diploide ps/JA kre6A se obtuvo mediante el cruce de las cepas TA405
kre6A::H153 y FKLSOO2-09B lpsll/x::kanMX4). Por micromanipulación se aislaron cinco
zigotos, en los cuales se indujo la esporulación. Se disecó un total de 24 ascas del diploide
MPl5, en 16 de las cuales germinaron las cuatro esporas. En las 8 ascas restantes germinaron
3 esporas. Al estar el gen KRE6 interrumpido con el marcador H153,y ser la cepa FKLSOO2-
09B protótrofa para histidina, no se pudo comprobar mediante la presencia del marcador
cuáles de las esporas germinadas portaban la deleción en dicho gen. Sin embargo, el genotipo
kre6A se reconoció por el tamaño pequeño de las colonias que llevaban dicha mutación
(Roemer y Bussey, 1991). Tras determinar cuáles de las esporas germinadas eran resistentes a
geneticina, y tenían por tanto el gen PSTJ delecionado, se observó que existían varias
colonias en las cuales coincidían los fenotipos de tamaño pequeño dc colonia y resistencia a
geneticina. Es decir, se han obtenido dobles mutantes ps/JAkre6A, lo cual indica que la doble
deleción no es letal para la célula. Con posterioridad se ha comprobado por PCRla deleción
del gen KJ?E6en seis de los supuestos dobles mutantes obtenidos. Para ello se emplearon los
oligos KREUP, que hibridaba ups/rearndel gen KRE6, y KREDW, que hibridaba con la
secuencia del marcador 11153. En todos los dobles mutantes analizados se confirmó la
interrupción por la amplificación de la banda de 832 pb esperada.

La cepa diploide heterozigótica ps/JAflcsJA se construyó cruzando las cepas AR100
(jkslA::HIS3) y MY55 (ps/JA::/canMX4) y aislando los zigotos por mícromanipulación.
Después de inducir la espomíación, se disecaron 12 ascas procedentes del diploide MP33 y
9 ascas procedentes del diploide MP36, y se analizaron las esporasgerminadas. En ambos
casos se encontraron colonias haploides protótrofas para histidina y resistentes a geneticina, y,
por tanto, delecionadas en los genes PSTJy FKSJ,no siendo pues la doble deleción sintética
letal.

La cepa diploide heterozigótica ps/JA gasJA se obtuvo mediante el cruce de las cepas
ARlO4 (gas]A::LEU2) con FKLSOO2-09B (psíJA::kanMX4),aislándose los diploides en
medio selectivo. Tras la esporulación de éstos se disecaron ascas procedentes de los diploides
MP22 y MP23, y una vez germinadas las esporas, se comprobó la existencia de clones
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haploidesprotótrofos para leucina y resistentesa geneticina, es decir, dobles mutantes
ps/JAgasJA. Seconcluyó,portanto,queladobledeleciónde ¡‘ST] y GASJno esletal.

5. Estudio de la complementaciónde la mutación ecm33Apor el gen PSTI.

Como se ha comentado anteriormente, el gen ECM33 coditica una proteína que
presenta una alta similitud con Pstlp. La implicación del gen ECM33 en procesos
relacionados con la pared celular fue puesta de manifiesto en estudios realizados en nuestro
Departamento. El mutante de deleción ecm33A presenta una serie de fenotipos que indican
que poseeuna paredcelular alterada,como son morfologia aberrante,hipersensibilidada
sonicación, a zimoliasa, a Calcofiñor y Rojo Congo, a higromicina B, a toxina Uller e
hipersensibilidada cafeínaremediableporsorbitol (Vázquez,1999).Yaque la doble deleción
de los genesPST] y ECM33 agravaalgunos de los fenotipos mostradospor el mutante
sencilloec,n33A(Vázquez,1999),y dadala alta homologíaexistenteentre las proteínaspor
ellos codificadas,decidimoscomprobarsi la presenciade un elevadonúmerode copiasdel
gen ¡‘ST] era capaz de complementarlos fenotipos mostradospor el mutante sencillo
ecm33A.Con esteobjetivo seeligió el vectorepisómicoYEp352. El productode PCR que
conteníael ORF junto con sus secuenciasflanqueantes(descritoen el apañado2 de este
capítulo)fue subclonadoen el vectorpGEM®-T, obteniéndoseel plásmidopMGD55. Tras la
digestión de dicho plásmído con las enzimasde restricciónSacI y SphI se obtuvo un
fragmentode 2.1 Kb, que conteníael gen¡‘ST] con sus zonaspromotoray terminadora.Este
fragmentofue subelonadoenel vectorYEp352,originándoseel plásmidoYEp352-PSTI.

El plásmidoYEp352-PST1fue transformadoen las cepasFY1679-28Cy ecm33A,y
los transformantesfueron analizadosparadeterminarsi existíacomplementación.Se llevaron
a cabolos experimentosde sensibilidada cafeína,higromicinaB, BlancodeCalcotiñor,Rojo
Congoy toxinakiller Kl. No se observócomplementaciónalgunaen el casode la cafeína,el
Calcoflúory el RojoCongo.En cuantoala sensibilidadahigromicinaB y toxina killer Kl, se
aprecióunaligerísimacomplementación(fig. 26).

Fig. 26. Análisis de la complementaciónde la hipersensibilidada higromicinaB del mutanteecm33A
por la sobreexpresiónde ¡‘ST]. Las cepas silvestre FY1679-28C y mutante ecmS3A fueron
transformadas con el plásmido episómico YEp352-PSTl. Como control negativo de la
complementaciónseempleóel mutanteecin33/x transformadocon el vectorYEp352.

WT/YEp3S2

WT/YEp3S2-PST1

ecmSSAfYEp352

ecmSSAA’Ep352-PSTI

102



Resultados

6. Análisis fenotípico de los dobles¡nutantespstlA ecm33A.

Dadoque la interrupcióndel genPSTJen un fondodelecionadoen estegenagravaba
algunosde los fenotipospresentadospor el mutantesencillo ecm33A,y ya que el análisis
fenotípicodel mutanteps/JAno habíaproporcionadoningunapistasobrela posiblefunción
de Pstlp,decidimoscontinuarcon el análisisde los doblesmutantesps/JAecm33A.

6.1. Análisis de la glicosilaciónde proteínas.

Los doblesmutantesps/JAecm33Apresentanunahipersensibilidada la higromicina
B, que es más acusadaque la presentadapor el mutantesencillo ecm33A(Vázquez,1999).
Estádescritoen la literaturaque la mayoríade los mutantesque tienen algúndefectoen la
glicosilaciónde proteínas,ya seaN- u O-glicosilación,o en la formacióndel GPI, presentan
una hipersensibilidada este antibiótico (Ballou el al., 1991; Dean, 1995). Además, la
hipersensibilidadatoxina killer Kl de los doblesmutantesps/JAecm33Ay la bajaproporción
de manosaen la pared celular del mutante de transposiciónecm33(Lussier el al., 1997)
tambiénpodíanapuntaraunaalteraciónlas manoproteinasde lapared.

Conel fin de descubrirsi el procesode N-glicosilacióndeproteínasestabaafectadoen
los dobles mutantes,se utilizó la invertasacomo modelo. La invertasa secretadaes una
glicoproteinaque contieneentre9 y 10 cadenasde azúcaresunidasa travésde residuosde
asparragina(N-glicosilación) (Reddy el al., 1988), y no presentaO-glicosilación. Se ha
empleadopor ello como modelo para el análisis de la N-glicosilación. En un gel de
poliacrilamida,la invertasaglicosiladasilvestremigra comounabandadifusa. En cepascon
defectosen laN-glicosilación,la formaglicosiladade la invertasamigraamayorvelocidad,y
forma una bandamásdiscreta.Con el objetivo de determinarsi existíandefectosen este
proceso,seanalizóla invertasaproducidapor los doblesmutantesps/JAecm33A.La invertasa
fue detectadaponiendode manifiestosu actividaden un gel de poliacrilamidacorrido en
condicionesnativas,comosedescribeen Materialesy métodos.La figura 27 muestraqueno
existíadiferenciaen el tamañode la invertasaglicosiladaproducidapor las diferentescepas
analizadas,indicandoque los mutantespsíJA,ec¡n33Ay psiJA ecm33Ano presentandefectos
apreciablesen elprocesodeN-glicosilación.

Paraanalizarsi existíaalgún defectoen la O-glicosilaciónde proteínas,se empleó
como modelo la endoquitinasaCtslp, una proteínade paredque tambiénes secretadaal
medio. Esta proteína estáexclusivamenteO-glicosilada(Kuranda y Robbins, 1991), y se
consideraun buen indicadorde la actividadglucosilante¡ti vivo (Gentzsehy Tanner, 1996).
La endoquitinasapresenteen la fracción de proteínasde pared extraibles con SDS en
condicionesreductorasfue analizadamedianteWestem-blottingconanticuerpospoliclonales
específicos(hg. 28).No sehadetectadounavariaciónde tamañode la endoquitinasaentrela
cepasilvestre,los mutantessencillosps/JAy ecm33A,y los doblesmutantesps/JAecm33A,
lo cualindica queel procesode O-glicosilaciónno estáafectadoen los citadosmutantes.

6.2. Análisis de la presenciade componentesde la pared celular en el medio de
cultivo.

En algunosmutantesafectadosen la paredcelular seproduceunamayorliberaciónde
algunoscomponentesde estaestructuraal medio de cultivo, siendoestefenómenoindicativo
de un posible defectoen el ensamblajede los mismos en la paredcelular (Kapteyn el al.,
1999b).El tipo de componenteliberado al medio puededar una idea del enlaceque está
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Hg. 27. Detección de la invertasa en gel
nativo. La producción de invertasa
glicosiladafue inducida en un medio pobre
en glucosa durante 3 horas. La invertasa
glicosiladaapareceen la parte superiordel
gel. La bandainferior correspondea la forma
constitutivaintracelularde la invertasa.
(1) WT
(2) pstl/x
(3) ecni33A
(4) pstJAecin33A(lB)
(5) pstlA ecm33A(lOC)
(6) ps/lA ecmJSA(lIB)

Hg. 28. Análisis de la endoquitinasaCtslp
mediante Western-blotting.A la derechase
indican los pesos molecularesen kDa. Los
númerosde los canilescoincidencon los de la
tigura27.

fallando en cada caso. Así, un enriquecimientodel medio de cultivo en proteínasGPI
indicaría un defecto en la unión entre estas proteínas y el 13-1,6-glucano, mientras que un
aumento en la liberación de proteínas Pir implicaría un fallo en el enlace de éstas al 13-1,3-
glucano. Con el fin de determinar si existía algún defecto de este tipo en los mutantes objeto
de este estudio, se analizó la presencia de varios componentes de la pared celular en el medio
de cultivo de los mismos mediante Western-blotting. Los componentes analizados han sido
los siguientes: 13-1,6-glucano, 13-1,3-glucano, Cwplp, como modelo de proteínas ancladas
mediante GPI, y Pir2/Hspl5O, como modelo de las proteínas Pir, ancladas a la pared
directamente a través del 13-1,3-glucano.

- Noté ha o$servadó ninguna diferencia en la cantidad de Cwplp liberada al medio por
las cepas silvestre, ps/JA, ec¡n33A y pstlAec¡n33A (fig. 29). Tampoco se ha apreciado
variación en la cantidad de Pir2p liberada al medio por estas cepas, aunque sí se han
observado diferencias cualitativas. Mientras que en la cepa silvestre y el mutante ps/lA se

observa una banda mayoritaria de unos 150 kDa, en el mutante sencillo ecm33Ay en los
dobles mutantes psíJA ecm33A, es mayoritaria una banda superior (hg. 29). En los mutantes
ecm33A y ps/JAecmn33Ase aprecia asimismo un incremento en la liberación al medio de IB-
1,6-glucano unido a proteínas (fig. 29).

1 2 3 4 5 6 — 196
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Hg. 29. Análisis de la liberación de
componentesde la paredcelular al
medio de cultivo mediante
Westem-blotting.Para la leyenda
de los carriles,véasela figura27.

7. Inmunolocalización de la proteína Pstlp.

7.1. Construcción de Pstlp-myc.

Con el fin de estudiar su localización subcelular, la proteína Pstlp fue marcada
mediante la inserción de seis copias del epítopo e-mycen tándem, entre los residuos 148 y 149
de su secuencia (hg. 30B). Para conseguir este objetivo se introdujo la diana de restricción
Noii en la secuencia del gen PSTJ mediante una PCR solapante. Los oligos UP-PSTl y
MYC-L04 se emplearon para amplificar una banda de 1,6 Kb que contenía el extremo 5’ del
gen junto con su zona promotora, introduciendo la diana de restricción NoII tras la base 442
de la secuencia de ¡‘ST]. Los oligos MYC-UP3y LO-PST1 amplificaron una banda de 1,4 Kb
que contenía el extremo 3’ del gen, con una diana NoII tras la base 442 de su secuencia, más
la zona terminadora. Posteriormente se realizó una PCRsolapante, empleando como DNA
molde las dos bandas de 1,6 y 1,4 Kb amplificadas anteriormente, y como cebadores los
oligonucleótidos UP-PST1 y LO-PSTl (fig. 30A). El producto de la PCR, que contenía el gen
¡‘STJ con un punto No/I insertado, junto con sus zonas promotora y tenninadora, fue
subclonado en el vector pGEM®-T, dando lugar al plásmido p5SiNOT2b. La correcta inserción
de la diana NoiI fre confirmada por secuenciación. Mediante digestión con ¡‘sIl se obtuvo un
fragmento de 3 Kb, que contenía el gen PSTJ (con el punto NoiI insertado) junto con sus
zonas promotora y terminadora. Este fragmento fue subelonado en el punto ¡‘s/l del vector
centromérico YCplac lii, originándose el plásmido pMIL 1. El plásmido pMIL4 se obtuvo
mediante la inserción en pMILl de un fragmento NoII-NoII de 300 pb, que contenía seis
copias de la secuencia codificante del epítopo c-mycen tándem.

7.2. Análisis de la funcionalidad de Pstlp-myc.

Con el fm de comprobar la funcionalidad de la proteína marcada Pstlp-myc,
analizamos su capacidad para complementar alguno de los fenotipos mostrados por el doble
mutante ps/JAecin33á. En el doble mutante se ha observado un elevado grado de doble
fosforilación en treonina y tirosina de la MAPkinasa Slt2p, en condiciones en las que el nivel
de activación de esta proteína en una cepa silvestre es basal. Este grado de fosforilación es

muy superior al mostrado por los mutantes sencillos ps/JA y ec,n33A(Vázquez, 1999). La

12 3 45 6

~*t~ •~t4S*4~t4Cwplp

fl.1 ,6-glucana

105





Resultados

7.3. Localización de Pstlp-mycmediante fraccionamientocelular y Western-blotting.

Para estudiar la localización de la proteína Pstlp marcada con el epítopo c-myc, el
plásmido pMIL4 fue transformado en la cepa MY55. Siguiendo el procedimiento descrito en
Materialesy métodos,a partir de los transformantesseobtuvieronlas proteínassecretadasal
mediode cultivo, las proteínasde paredextraiblescon SDS en condicionesreductoras,y las
extraiblesconglucanasas.El análisisde estasmuestrasmedianteWestern-blottingempleando
anticuerpos monoclonales frente al epítopo c-mycmostró que la proteína Pstlp-myc aparece
en la fracción de proteínas de pared extraibles con SOS(hg. 32). No se observó ninguna señal
en la fracción de proteínas extraibles con zimoliasa. Como control interno se empleó la
proteína Cwplp, que puede ser extraída de la pared mediante el tratamiento con glucanasas.
Además, la proteína Pstlp-myc fue detectada en el medio de cultivo, apareciendo como una
banda de peso molecular superior a la banda correspondiente a Pstlp-myc detectada en la
fracción de proteínas de pared extraibles con SDS. La especificidad de los anticuerpos se
comprobó empleando como control negativo la cepa MY55 transformada con el plásmido
pMJL1, que lleva el gen PSTJ con la diana NoII insertada, sin la secuencia codificante del
epítopo.

Debido a que en la fracción de proteínas de pared extraibles con SDS en condiciones
reductoras en ocasiones aparecen como contaminantes proteínas de la membrana plasmática,
decidimos investigar la presencia de la proteína Pstlp-myc en las membranas celulares. Con
este objetivo, las proteínas integrales de membrana fueron solubilizadas con Triton X- 114 y
aisladas del resto de proteínas mediante separación de fases (Bordier, 1981). Las fases acuosa
y detergente fueron analizadas mediante Western-blotting con los anticuerpos frente al
epítopo c-myc, detectándose la proteína Pstlp-myc en ambas fases en proporción semejante
(fig. 33). El correcto aislamiento de las proteínas integrales de membrana se comprobó con
anticuerpos frente a Gaslp, una proteína con anclaje mediante OPI que se localiza en la
membrana plasmática, y que ha sido empleada como marcador de dicho orgánulo (Schneiter
el aL, 1999), y con anticuerpos frente a la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, una
proteína citosólica. GasIp fue detectada únicamente en la fase detergente, como corresponde
a una proteína de sus características, mientras que la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
aparecía en la fase acuosa (fig. 33).

Fig. 32. Análisis de la localización de Pstlp-myc en la pared celular mediante fraccionamiento y
Western-blotting con anticuemos monoclonales frente al epítopo c-myc. (M) medio de cultivo;
(E) extracto citoplasniático; (S) proteínas de pared extraídas con SDS; (7) proteínas de pared extraídas
con zimoliasa. La especificidad de la señal se comprobó empleando como control negativo la cepa
MY5S transformada con pMIL1 (carriles 1). Los carriles 4 corresponden a MY55/pMIL4. A la
derecha se indican los pesos moleculares en kDa.
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Fig. 33. Análisis de la localizaciónde Pstlp-myc en membranas mediante fraccionamiento y Western-
blotting con anticuerposmonoclonalesfrenteal epítopoc-myc. E) extractototal; A) fracciónacuosa;
D) fracción detergente.La especificidadde la señalsecomprobóempleandocomocontrolnegativola
cepaMYS5 transformadacon pMILI (carriles 1). Los canIles4 correspondena MYS5/pMIL4. Como
controlesdel fraccionamientose emplearonla proteínade membranaGasIp y la proteínacitosólica
gliceraldehido-3-fosfatodeshidrogenasa(GAPDH). A la derechaseindican los pesosmolecularesen
LtDa.

7.4.Localización de Pstlp-mycmediante inmunofluorescenciaindirecta.

La localizaciónsubeelularde Psttp-mycfue analizadamedianteinmunofluorescencia
indirectay microscopiaconfocal,con el fin de examinarsupresenciaen la superficiecelular.
El ensayoserealizósobrela cepaMY5S (ps/JA) transformadacon el plásmidopMIL4, que
lleva la proteínade fusión Pstlp-myc,empleándosecomo control negativo la misma cepa
transformadacon el vectorpMILI.

Los datos obtenidos mediante microscopia confocal muestran que la proteína Pstlp-
myc se localiza preferentemente en la superficie celular, como se observa en la figura 34.
Pstlp-myc también aparece en el citoplasma, de forma compartimentalizada, con aspecto de
gránulos, como si se tratase de vesículas de secreción. Estos resultados son además
concordantes con los obtenidos mediante fraccionamientosubcelular.

Para conseguir la detección de la proteína marcada Pstlp-myc fue necesaria la
formación de esferoplastos, ya que tras la incubación de las células intactas con los
anticuerpos primario y secundario no se observó señal alguna. Ello indica que la proteína
Pstlp-myc no es accesible para los anticuerpos si previamente no se desorganiza la pared
celular ligeramente, sugiriendo que no se encuentre expuesta en la capa más externa de ésta.
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III. ESTUDIO DE LA SECRECIÓN DE LA ENOLASA Y LA FRUCTOSA
BIFOSFATO ALDOLASA A LA SUPERFICIE CELULAR.

La presencia de enzimas glucolíticas en la superficie celular de diversos
microorganismos,incluyendola levadura5. cerevisiae,estádescritaen la literatura(revisado
en Chaffin el al., 1998). Sin embargo,la controversiaoriginadapor la identificación de
algunas de estas enzimas entre las proteínas secretadas por protoplastos (ver tablas de
identificación) nos llevó a comprobar por métodos genéticos que realmente estas enzimas
glucolíticas eran capaces de llegar a la superficie celular. La estrategia seguida fue emplear
como gen marcador un alelo del gen SUC2 de £ cerevisiae que codifica una forma
intracelular de la invertasa. El gen SUC2en£ cerevisiaeda lugar a dos mRNAsregulados de
forma diferente. El mRNAmayor codifica una forma de la invertasa que es secretada y
glicosilada, mientras que el mRNAmenor codifica una forma intracelular, no glicosilada, de
dicha enzima (Caríson el al., 1983). La secreción de la invertasa al espacio periplásmico es
necesaria para el crecimiento de 5. cerevisiaeen sacarosa como única fuente de carbono, y,
por tanto, los mutantes suc2A no son capaces de crecer en dichas condiciones. El
razonamiento fue que si la enolasa (u otra proteína) era capaz de alcanzar la superficie celular,
podría dirigir la salida de la forma intracelular de la invertasa fusionada a ella. Esto se pondría
de manifiesto por la capacidad de una cepa suc2Atransformada con la proteína de fusión de
crecer en sacarosa como única fuente de carbono.

1. Construcción de las proteínas híbridas Eno2-Suc2 y Fbal-Suc2.

Decidimos elegir dos de las enzimas glucolíticas detectadas, la enolasa y la fructosa
bifosfato aldolasa, para comprobar esta hipótesis. Los genes ENO2 y FRA] fueron
amplificados mediante PCRa partir de DNAgenómico de la cepa 5288C de £ cerevisiae.El
gen ENO2 sin los dos últimos codones, con una zona promotora de 700 pb, y flanqueado por
las dianas de restricción BamHI-BamHI, fue amplificado con los oligonucleátidos UP-ENOy
LO-ENO. El gen FRA] sin su codon de terminación, con una zona promotora de 630 bp, y
flanqueado por las dianas de restricción RatnHI-BglII, fue amplificado utilizando los oligos
UP-FBA y LO-FBA. Ambos productos de PCRfrieron subclonados en el vector pGEM®-T,
dando lugar a los plásmidos pGENOy pGFBA respectivamente. A partir de estos plásmidos
se obtuvieron los fragmentos BamHI-Ba¿nHI y BamnHI-BglII,que contenían los genes ENO2y
FRAJ respectivamente. Ambos fragmentos fueron subelonados en el punto BglII del plásmido
pSCí, un derivado del vector centromérico YCplac33 que contiene un alelo suc2, sin la
secuencia codificante del péptido señal ni de la metionina n0 21 de la invertasa, tras la citada
diana de restricción. El mantenimiento de la fase en las fusiones se comprobó mediante
secuenciación. Los plásmidos centroméricos que contenían las construcciones hibridas ENO2-
suc2y FRAJ-suc2fueron denominados pENO2Sy pFBAIS respectivamente (fig. 35A). Estos
plásmidosfueron transformadosen la cepade 5. cerevis¡aeSS1O (suc2A9).En amboscasos
seobtuvierontransformantesque,trasserreplicadosa YPS, mostraronsucapacidadde crecer
en sacarosacomo única frente de carbono (fig. 36). Estos resultadosindican que tanto la
enolasa como la fructosa bifosfato aldolasa son capaces de dirigir la salida/exportación de la
forma intracelular de la invertasaa la superficie celular. Además,se comprobó que la
presenciade las proteínashíbridasen la superficiecelularno sedebíaa la lisis celular,ya que
los transformantesque llevabanel plásmidopSCí, que únicamentecontieneel alelo suc2
codificantede la forma intracelularde la invertasa,fueronincapacesde creceren las mismas
condiciones.
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Fig. 36. Análisis de la complementaciónde la
cepa SSlO (suc2A9) por los plásmidos que
llevan las distintas construccioneshíbridas. La pLCI pSCI9
cepaSSIO fue transformadacon los plásmidos
indicados. Los transformantesobtenidos en
medioselectivosin uracilo fueronestriadosen el pENO2S FBAIS
mismo medio, y posteriormente replicados a
YPS-antimicina, evaluándose al cabo de pENO2Sde pENO2SAMN
48 horassu capacidadparacrecer en un medio
con sacarosacomo única fuente de carbono.
Como control positivo se empleó la cepa pENO2Sdk
transformada con pLC1, un plásmido
centroméricoquelleva el aleloSUC2silvestre

.

2. Determinación de zonasimplicadasen la secreciónde la enolasa.

Con el fin de determinar si existían en la enolasa regiones implicadas en su
exportación, decidimos estudiar la secreción de proteínas hibridas como en el caso anterior,
empleandoformas truncadasde la enolasa.Para la construcciónde éstasaprovechamoslas
dianasde restricciónEcoRI,KpnI y HindIII presentes en la secuencia del gen ENO2.

Este gen tiene dos dianas de restricción EcoRI y otras dos dianas KpnI en su
secuencia,de forma que al eliminar los fragmentosEcoRI-EcoRIo KpnI-KpnI y religar el
gen, semantieneen amboscasosel marcode lectura,resultandoasí dos formastruncadasde
la enolasa(para la situación de las dianas,véasela figura37). El plásmido pGENO fue
digerido con EcoRI, eliminándoseun fragmento EcoRI-EcoRIde 250bp, y religado,paradar
lugaral plásmidopGENOAEcoRI.El plásmidopGENOAKpnIseobtuvotras digerir pGENO
con KpnI, y religarlo eliminando un fragmento KpnI-KpnI de 700bp. A partir de estosdos
plásmidosse obtuvieronlos fragmentosBaznHI-BamHI que conteníanlas formastruncadas
del genENO2, y de igual maneraque en las construccionesiniciales, sesubclonaronen el
puntoBglII del plásmido pSC1. A los plásmidos obtenidos se les denominó respectivamente
pENO2Sdey pENO2Sdk(fig. 35B). Ambosfuerontransformadosen la cepaSSlO(suc2A9).
Los transformantesque llevabanel plásmido pENO2Sdk no fueron capacesde crecer en
sacarosacomo única frente de carbono. Los transformantesque llevaban el plásmido
pEiNO2Sdesi crecieronen estascondiciones,aunquemáslentamenteque los transformantes
que expresabanla proteínahíbridacon la forma silvestrede la enolasa(fig. 36). Es decir, la
eliminaciónde los aminoácidos101 a352 en la secuenciade la enolasa(correspondientesal
fragmento KpnI-KpnI de 700 bp de ENO2) impide la salida de la proteína híbrida
Eno2AKpnl-Suc2 a la superficie celular. Por otra parte, la eliminación de los
residuos 169 a 251 (correspondientes al fragmento EcoRI-EcoRI de 250 bp) afecta
negativamentea la secreciónde laproteínahíbridaEno2AEcoRI-Suc2.

La secuenciadel gen ENO2 presenta tres dianas de restricción HindIlI. Mediante
digestiónparcial del plásmido pOENO con estaenzima se eliminó el fragmentoHindllI-
HindIIl de 540pb. Trasla religaciónseobtuvoelplásmidopGE44.Al igual queen los casos
anteriores,se manteníala fase de lectura dentro del gen truncado.A partir de pGE44 se
obtuvoel fragmentoRa¡nHI-RamHIque conteníala terceraformatruncadadel genENO2, el
cual fUe igualmentesubelonadoen el puntoBgIII del plásmidopSCl. El plásmidoresultante
pENO2SAHN fue transformadoen la cepaSS10. Los transformantesobtenidosno fueron
capacesde creceren sacarosacomo única fuente de carbono(fig. 36). Esteresultadoindica
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enzima.Despuésde la electroforesisy la transferencia, las membranas fueron incubadas con
el anticuerpoanti-Suc2pen presenciade un extractocitoplasmáticode la cepasuc2A95510
(5 mg de proteína),con el fm de eliminar unionesinespecíficas.El tamañode las proteínas
híbridas resultó ser el mismo tanto en las muestrastratadas con Endo-H como en los controles
sin tratar (fig. 38). Como control positivo de la reacciónseempleóun extractode la cepa
silvestreFY1679-28C(carril 7). La invertasaglicosiladaapareciócomoun rastrodifusoentre
115 y 182 kDa, mientrasque la formadeglicosiladamigró comounabandadefinidade unos
62 kDa, coincidiendo con resultadosdescritospreviamente(Guthrie y Fink, 1991). Esto
demuestraque las proteínasde fusión Eno2-Suc2,Eno2AEcoRI-Suc2,Eno2AKpnI-Suc2y
Eno2A.HíndIIIN-Suc2no estánN-glicosiladas.Además,esteresultadosugiereque la salidade
laenolasaa la superficiecelularno tienelugaratravésde la rutaclásicade secreción.

Fig. 38. Análisis de laN-glicosilaciónde las proteínasde fusión medianteel tratamientoconEndoHy
Westem-blotting. (A) Muestras no tratadas.(B) Muestrastratadascon Endo-H. Los carriles 1-6
correspondena ¡a cepa SSIO transformadacon los plásmidos 1)pLCI; 2) pSCI; 3) pENO2s;
4) pENO2Sde;5) pENO2Sdk;6) pENO2SAHN.El carril 7 correspondea la cepasilvestreFY1679-
28C. Lasbarrasazulesindican los marcadoresde pesomolecular.La flecharoja señalala invertasa
silvestre.

4. Obtención de niutantes afectadosen la secreciónde la enolasa.

Con el fm de estudiarla existenciade genesimplicados en la secreciónde la enolasa
se decidió obtener mutantesafectadosen este proceso. La estrategiaempleadafue la
mutagénesisal azar,medianteradiaciónultravioleta, de la cepaSS1Otransformadacon un
plásmídoepisómicoque llevabala construccióngénicacodificantede la proteínade fusión
Eno2-Suc2.Con vistasapoderdonaren un futuro, apartir de genotecasconmarcadorURA3,
el o los genesen cuestión,si esquelos hubiera,seeligió el vectorYCplacl8l, quelleva como
marcadorel genLEU2. A partir del plásmidopENO2Sseobtuvo un fragmentoPstI-SacIde
4 Kb, queconteníael gen ENO2con supromotor,fusionadoen fasepordelantedel alelo.suc2
al que se aludía anteriormente.Este fragmento fue subelonadoen el vector YCplacl81,
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construyéndoseasíel plásmidopLEI. Dicho plásmidofue transformadoen la cepa5510. La
funcionalidad de la proteína híbrida se comprobó mediante la complementación de la
incapacidadde creceren sacarosacomoúnicafuentede carbonode estacepa.

De forma preliminar se realizó una curva de viabilidad de la cepaa mutagenizar,
empleandodistintostiemposde irradiación,para determinarla dosis de radiaciónnecesaria
para conseguir una supervivenciaen tomo al 20%. La cepa5510 transformadacon el
plásmidopLEl fue mutagenizadacon radiaciónultravioleta de longitud de onda 254nm,
aplicándoseuna dosis de 1200erg/mm2 y obteniéndoseuna viabilidad del 5 al 10%. Las
placasfrieron incubadasa 240C en oscuridadduranteseis días,transcurridoslos cualesse
replicaron a YPS-Antimicina por duplicado. Una de las seriesde réplicasse incubóa 240C,
con el fin de detectar mutantes totalmente incapaces de secretar la enolasa. La otra serie se
incubó a 370C, para localizar mutantes termosensibles, incapaces de secretar la enolasa a
dicha temperatura, pero capaces de hacerlo a 240C. Tras tres días de incubación, las placas
fueron revisadas y se seleccionaron las colonias de interés. De las 4000 colonias rastreadas
elegimos inicialmente 163 clones incapaces de crecer en sacarosa a 370C, y 33 que no fueron
capaces de crecer en sacarosa ni a 240C ni a 370C. Tras tres rondas de comprobación, los
clones mutantes seleccionados quedaron finalmente reducidos a 15. Se obtuvieron 4 mutantes
incapaces de crecer en sacarosa a 240C ni a 3’70C, y 11 mutantes capaces de hacerlo a 240C,
pero no a 370C. Estos clones han sido conservados para estudios posteriores.
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DISCUSIÓN

1. EL ANÁLISIS DE LAS PROTEÍNAS SECRETADAS POR PROTOPLASTOS EN
CONDICIONES DE REGENERACIÓN ES UNA HERRAMIENTA ÚTIL PARA EL
ESTUDIO DE LAS PROTEÍNAS IMPLICADAS EN LA CONSTRUCCIÓN DE LA
PARED CELULAR.

La paredcelular flingica esuna estructuraesencialparael mantenimientode la forma
y la integridadcelular,ademásdeparticiparen otrosprocesosimportantescomoadhesióny
patogenicidad.Su composiciónse conocecon bastantedetalle,así como su organización
estructural. Sin embargo,otros aspectoscomo el ensambajey la reorganizaciónde los
distintoscomponentesparadarlugara estaestructurano estándel todo esclarecidos(Lipke y
Ovalle, 1998).

Con el objeto de profundizaren el estudiode la construcciónde la paredcelular e
identificarnuevasproteínasimplicadasen el proceso,la estrategiaseguidaen estetrabajoha
consistidoen estudiarlas proteinassecretadasporprotoplastosde S. cerevisiaeen condiciones
de regeneraciónen medio líquido. La eliminación de la paredcelular mediantedigestión
enzimáticaen un medio estabilizadoosmóticamente,seguidade la incubaciónde las células
en condicionesde regeneración,resultaen la secreciónal medio de cultivo de numerosas
proteínas,y en la construcciónactiva de la paredcelular (Klis, 1994). Entre las proteínas
secretadaspuedenencontrarseno sólo proteínasestructuralesde la paredcelular,sino también
enzimas implicadas en su biosíntesis,y en procesosde ensamblajede componentesy
remodelaciónde la estructura.

El uso de estaestrategiaparael estudiode las proteínasde la paredcelularpermite
evitaralgunosde los problemasque presentanlos distintosprocedimientosde extracciónde
proteínasde pared. En primer lugar, durante las primerashoras de la regeneración,las
proteínasdestinadasa formarpartede la paredcelularno quedanretenidasen la nuevapared
en formación,sinoquesonsecretadasal mediode cultivo. Portanto,no esnecesariorecurrira
tratamientosquímicoso enzimáticosparasuextracción,que podríanprovocarmodificaciones
en las mismas.Por otra parte, las proteínasde pared extraídasmedianteprocedimientos
químicoso enzimáticosllevan unidascadenaslateralesde glucanoy quitina, lo cualdificulta
su resoluciónmedianteelectroforesisy suposterioranálisis. Además,duranteel procesode
regeneraciónde la paredlas célulasseencuentranenun estadode construcciónactivadeesta
estructura,por lo quelos genesimplicadosseencontraráninducidos.

En el presentetrabajo, la electroforesisbidimensionalha sido la técnicaempleada
comoprimerpasoparael análisisde las proteínassecretadasporprotoplastosde S. cerevis¡ae.
La electroforesisbidimensional constituye actualmenteel método más eficaz para la
separaciónde mezclascomplejasde proteínas,permitiendopurificar hastamiles de proteínas
en un solo pasode formaadecuadaparasu posterioranálisis(Celisy Gromov,1999; Wilkins
a al., 1997). Con el desarrollode los gradientesde pH inmovilizados, la técnica ha
experimentadoun gran avance,lo cual, unido al espectaculardesarrollode la espectrometria
de masasdurante los últimos años, ha hecho de la combinación de ambas técnicas la
herramientamás adecuadapara los análisisde proteínasa gran escala(Blackstocky Weir,
1999; WiJkins tú al., 1997). Es de destacarla aparicióncadavez más frecuentede mapasde
referenciade los proteomasde distintas especieso tejidos celulares,como una forma de
visualizarel conjuntode proteínasqueestánsiendoproducidaspor un organismo(o tejido) en
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unascondicionesdeterminadas.Recientementese han publicado las últimas actualizaciones
del mapabidimensionalde las proteínasde 8. cerevisiae(Garrelset al., 1997; Perrotet al.,
1999; Sánchezetal., 1996).

Con el fin de cubrir ¡a mayor parte del intervalo de pH posible, en la separación
electroforéticade las proteínassecretadasporprotoplastosde 8. cerevisiaeseemplearonIPOs
con un intervalo de pH entre3 y 10. Sin embargo,la observaciónde que la mayoríade las
proteínasreconocidascomo“de pared” identificadasaparecíanen la región ácidade los geles
bidimensionalescondujo a la utilización de un intervalo de pH en la primera dimensión
distinto al quesehabíavenidoutilizando.Estádescritoen la literaturaqueel usode intervalos
estrechosde pH en los gelesIPG aumentala resoluciónde la separación,ademásde permitir
cargar una cantidad de proteínamayor (Righetti y Bossi, 1997). Ambas circunstancias
facilitanademáslaposterioridentificaciónde las manchasproteicas.

Efectivamente,cuandoseempleóun gradientedePH lineal en el intervaloentre4 y 7,
se consiguió aumentarconsiderablementela resoluciónen la región más ácida del gel.
Aunquese tratabade un experimentopreliminar, fue posible realizar ¡a identificación de
varias de las manchasproteicasobservadasmedianteespectrometríade masas.De las 54
manchasproteicasdetectadasmediantetinción con plata y analizadas,se identificaron 16,
correspondientesa 9 proteínas.Todasellas salvo dos hansido descritascomo proteínasde
paredo implicadasensuconstrucción.

Estosresultadosdemuestranquela estrategiade estrechamientodel intervalode pH en
la región ácida para la separaciónelectroforéticaen la primera dimensión contribuye a
mejorar de forma sustancial la detección e identificación de proteínasde pared. La
disponibilidadde gelesIPG comercialesen intervalos de pH más estrechos(hastade una
unidadde pH en 11 cm de longitud) permitiráaumentaraún más la resolucióndel sistema.
Sin embargo,conel fin de quela identificaciónde las proteínaspresentesenestamuestrasea
lo más completaposible,seríaconvenienterealizarmapasque cubrierantodo el intervalode
pH. Probablementela estrategiamásadecuadafuera la alineaciónde varios gelesrealizados
en varios intervalosde pH. Además,recientementesehancomercializadounosgelesIPO en
el intervalode pH de 3 a 12,que permitenla resoluciónde proteínasmuy básicas.

Así pues,el uso de la electroforesisbidimensionalen el estudio de las proteínas
secretadasporprotoplastoshapermitidoobtenerunavisión integradade muchosde los genes
que son expresadosdurante la regeneraciónde la pared celular. La combinaciónde esta
técnicajunto con diversasestrategiasde análisis, como la secuenciaciónaminoterminal,la
detección con anticuerpos específicosy especialmentela espectrometríade masas, ha
conducidoa la identificaciónde variasproteínasposiblementeimplicadasen los procesosde
biosíntesisde la paredcelular.La espectrometriade masasestáactualmenteconsideradacomo
la técnicamásadecuadapara la caracterizaciónde proteínasa gran escala,y su utilidad ha
quedadopuestade manifiestoen el presentetrabajo.Es de destacarqueéstaes la primeravez
quela espectrometríade masasha sido empleadaporun grupode investigaciónespañolen un
estudiode estetipo.

Lasproteínassecretadasporprotoplastosde £ cerevisiaeidentificadasen estetrabajo
puedenserincluidasen diversosgruposatendiendoa su funciónbiológica(tablaXII).
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Tabla XI. Lista de las proteínasidentificadasclasificadasde acuerdoa su funciónbiológica.

Proteínasdeparedcelular o implicadasensubiosíntesis
BgI2p ¡3-1,3-glucosil transferasa
Cwplp Proteínade pared, estructural
ExgLP Exoglucanasa
Gaslp ¡3-1,3-glucanosil transferasa
Gas3p Anclaje a GPI
Icwp Proteínade pared,
Pir2pfllsplSOp Proteína de pared,
Pir3p Proteínade pared,
P¡r4p/Cis3p Proteína de pared,
Pstlp/YdrOSSp Anclaje a GPI

cara interna
estructural
estructural
estructural

Enzimasglicolíticaso de
Adhlp
Enolp
Eno2p
Fbalp
Pdclp
Pgklp
Pmglp
Pyklp
Tdh2p
Tdh3p
Tpilp

Proteínasdechoquetérmico
P¡r2p¡HsplSOp
Pir3p
Ssal,2p
Ssbl,2p

Otrasfunciones
Bmhlp
Glrlp
IPP1P
KeIlp
Ygplp
Ahplp

Función desconocida
Ydr032p
YdrO55pfPstlp
YpIlSlp/Prp46p

lafermentación
Alcohol deshictrogenasa
Enolasa
Enolasa
Fructosabifosfato aldolasa
Piruvato descarboxilasa
Fosfogliceratokinasa
Fosfogliceratomutasa
Piruvatokinasa
Gliceraldehido-3-fosfatodeshidrogenasa
Gliceraldehido-3-fosfatodeshidrogenasa
Triosafosfatoisomerasa

Familia Pir
FamiliaPir
FamiliaHsp7O
FamiliaHsp7O

Familia 14-3-3;chaperonina
(ilutation reductasa
Pirofosfatasainorgánica
Morfogénesisy fusión celular
Glicoproteinasecretada
Peroxidasadependientedetiorredoxina

Similar a Ycp4pyaobrlp (S. pombe)
Anclajea (iPI
RepeticionesWD-40
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1. Proteínas de pared celular propiamente dichas.

Entre las proteínassecretadaspor protoplastosde S. cerevisiaese han identificado
varias proteínasreconocidascomo proteínasde pared,o con una función definida en su
construcción.

• Bgl2p es una ~3-l,3-glucosiltransferasaque catalizala transferenciade una cadena
de ~3-l,3-glucanoa otra cadenasemejante,a través de un enlace 13-1,6 en el extremo no
reductorde la cadenaaceptora(Goldmanel al., 1995),y sehapropuestoquepodríatenerun
papelen la expansióncelularduranteel crecimientoy en el apareamiento,y tambiénen la
liberación de las esporas(Klebl y Tanner, 1989). Esta proteínaestáunida a la pared de
manerano covalente,ya que puedeser extraídamedianteel tratamientode las paredes
celularesaisladasconcalor,y tambiénapartir de célulasintactasconDII (Cappellaroet al.,
1998; Mrsa et al., 1993). Su abundanciaen las muestrasde proteínassecretadaspor
protoplastossugiere que se trate de una enzimacon un papel importanteen los primeros
estadiosde la regeneraciónde laparedcelular.

• Exglp es una exo-j3-l,3-glucanasa(Vázquezde Aldanael al., 1991) que ha sido
implicada en el metabolismodel glucanode la paredcelular (Cid et al., 1995; Jianget al.,
1995),papelcon el quesudetecciónen estetrabajoesconsistente.

Proteínas Pir. Como ya se ha comentadoen la Introducción, estasproteínasestán
unidascovalentementeal f3-1,3-glucanode la paredcelular en S. cerevisiae,probablemente
medianteun enlaceO-glicosídico(Kapteynet al., 1999b;Mrsa et al., 1997),aunquealgunas
de ellas también puedenser extraídasmedianteel tratamientocon agentesreductores
(Cappellaro el al., 1998; Moukadiri el al., 1999). Entre las proteínassecretadaspor
protoplastos se han detectado tres de los miembros descritos de dicha familia,
Pir2p/Hspl5Op,P¡r3p y P¡r4p/C¡s3p (Moukadiri ci’ al., 1999; Russoel al., 1992; Toh-E el
al., 1993), de los cualesPir2p aparecede forma mayoritaria.Aunquepareceque tienen un
papel en la estabilidad de la pared celular y su eliminación altera la mobilidad de
componentesde la misma (Mrsa el al., 1999a; Mrsa el al., 1999b), no se conoceaún la
función exactade estasproteínas.La expresiónde las proteínasPir identificadas en este
trabajoestáaumentadaen mutantescon unaparedcelulardebilitadadebidoa unadeficiencia
en j3- 1 ,6-glucano,como parte de un mecanismocompensatorio,según se ha propuesto
(Kapteynel al., 19991».Del mismomodo, durantela regeneraciónde laparedcelular,podrían
constituirun mecanismode refuerzoo protecciónde la nuevapareden formacion.

ProteínasGPI. Las proteínas(iPI quedaninmovilizadasen la paredcelularmediante
un enlaceal jB-l,6-glucano(Montijn eta!., 1994;Van derVaartel al., 1995; Van derVaartel
al., 1996a),que a su vez estáunido al j3-1,3-glucano(Kapteyn el al., 1996; Kollár el al.,
1997),o a la quitina (Kapteyn el al., 1997; Kollár ci’ al., 1997). Únicamentese conocela
función fisiológicade algunasde estasproteínas,los receptoresde feromonasAgalp y Agcxlp
(Lipke elal., 1989; Royelal., 1991),y Flolp, implicadaen floculación(Bony elal., 1997).

Cwplp esunaproteínaUPI extraiblecon laminarinasade laparedcelular(Van der
Vaart el al., 1995), y se localiza preferentementeen la superficie de yemasde pequeño
tamañoy en el septo (Ramel aL, 1998b). La expresiónde CWPJ estáreguladapor ciclo,
presentandoun máximo en S/G2 (Caro el aL, 1998), cuando la mayoría de las células
presentanyemaspequeñas,coincidentecon su localización.Estosdatossugierenque CwpIp

122



Discusión

podríatenerunpapelen la formaciónde laparedde la nuevacélula.De formasimilar, podría
actuaren la regeneraciónde lanuevaparedporpartede los protoplastos.

• Icwp/Ssrlp ha sido localizada en la capa interna de la pared celular (Moukadiri et
al., 1997). Esta manoproteinaya habíasido detectadaen los sobrenadantesde cultivos de
esferoplastos,tras 4-6 horasde regeneración.En estetrabajosehapuestode manifiestoque
trasdoshorasde regeneraciónde los protoplastos,Icwp/Ssrlpyaestápresenteenel medio.

• Gaslp es una proteína con anclaje a GPI que ha sido localizada en la cara externa de
la membranaplasmática(Popolo y Vai, 1999b).Sin embargo,recientementeseha descrito
queestaproteínatambiénestáunidade formacovalentea laparedcelular,de dondepuedeser
extraídamedianteel tratamientocon j13-l,3-glucanasa(de SampaToet al., 1999).Supresencia
entrelas proteínassecretadasporprotoplastospodriarepresentarel estadiointermedioentreel
anclajea la membranay la unión a la paredcelular. La ftnción catalítica de Gaslpha sido
descritaen los últimos meses;setrata, al igual que Bgl2p, de una ~3-1,3-glucosiltransferasa,
aunqueGaslpcatalizala unión de las doscadenasatravésde un enlacej3-l,3 (Mouynaet al.,
1999;Popoloetal., 1999a).

Entre las proteínas secretadaspor protoplastos de 5. cerevis¡ae también se ha
identificado Gas3p,un homólogode Gaslp. Ambasproteínaspresentanuna identidaddel
43% a lo largode 241 aminoácidos,y al igual que Gaslp,Gas3ppresentalas características
típicasde las proteínasGPI. Sin embargo,a diferenciade ella, Oas3pno presentael motivo
dibásicopor delantedel sitio w, por lo que su destino fmal supuestamentesería la pared
celular(Caro et aL, 1997).La fúnción de Gas3pesaún desconocida,aunqueprobablemente
estétambiénimplicadaen procesosrelacionadoscon la biosíntesisde la pared.El hechode
que ladeleciónde GAS3provocahipersensibilidadaCalcoflúor(Caroetal., 1997)apoyaesta
posibilidad.Además,la secuenciade Gas3p,al igual quela de Oaslp,presentahomologíacon
el dominio catalítico de endo-~3-1,3-glueanasasde plantas( Popolo y Vai, 1999b), lo cual
sugiereque podríaejercerunafUnción similar o relacionada,o incluso la mismafimción en
distintosmomentosdel ciclo celular,ya que la transcripciónde GAS3estáinducidaen la fase
G2, mientrasque la de GAS] tienesumáximoen G1/S (SpellmanetaL, 1998).

Pstlp/YdrO5SwfUe la primeraproteínade fUnción desconocidaidentificadaen las
muestrasde proteínassecretadasporprotoplastosde 5. cerevisiae.Ello, unidoalhechodeque
presentaralas característicastípicasde proteínasGPI de pared,condujoa queseproflindizara
en su estudio. Los resultadosobtenidosse han discutido en el apartadoII del presente
capítulo.

2. Presenciadeenzimasglicolíticasen la superficiecelulardeS. cerevis¡ae.

Entre las proteínassecretadaspor protoplastosde 5. cerevisiae se han detectado
numerosasenzimas glicolíticas (fig. 39, tablaXII), proteínas muy caracterizadascuya
localizaciónsupuestamenteserestringíaal citoplasma.

La presencia de enzimas glicolíticas en la superficie celular de diversos
microorganismosestádocumentadaen la literatura(Chaifin et al., 1998).Variosgruposhan
descritola presenciade la enolasaen la paredcelularde C. albicans(Angiolella et al., 1996;
Eroles et al., 1997). La gliceraldehido-3-fosfatodeshidrogenasaes una de las proteínasde
superficie mayoritariasen los estreptococosdel grupo A (Paneholi y Fischetti, 1992), y
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La ruta glicolitica
Glucosa

{ Hexokinasa

Glucosa-6-fosfato

Ii Fosfoglucosa isomerasa

Fructosa-O-fosfato

I Fosfofructokinasa

Fructosa-1 6- bifosfato

I Aldolasa

Dihedroxiacetonfosfato - - Gliceraldehido -

Triosa fosfato a-fosfato
isomerasa ,jjf Gliceraldehrdo3-P

1 3-Bisfosfoglicerato

Fosfogliceratokinasa

3-Fosfoglicerato

Fosfogliceratomutase

2-Fosfoglicerato

Enolasa

Fosfoenoipiruvato

Piruvato kinasa 1
Piruvato

Fermentación

Piruvato Alcohol
descarboxilasa deshidrogenasa

Piruvato —* Acetaldehicjo ~- Etanol

Hg. 39. Esquemade la fermentaciónalcohólica. (A) La ruta glicolítica. (B)
Destino del piruvato en 5. cerevisiae,cuyo metabolismoes eminentemente
fermentativo. Se han representadoen rojo las enzimasdetectadasentrelas
proteínassecretadasporprotoplastosde5. cerevzs¡ae.

también ha sido localizada en la pared celular de C. albicans y K. marxianus (Fernandesel
al., 1992; Gil-Navarro et al., 1997). En esta localización, la citada enzima mantienesu
actividadcatalítica(Gil-Navarroet al., 1997),y ademásen C. albicans actúacomo receptor
para laminina y fibronectina,por lo que se ha sugeridoque pudieratenerun papel en la
patogenicidadde esta levadura(Gozalboel al., 1998). La 3-fosfogliceratokinasaha sido
detectadaen la paredcelular, tanto por microscopiainmunoelectrónicacomo medianteel
marcajecon un reactivode biotinilación que no escapazde atravesarla membrana(Alloush
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et al., 1997) Otras enzimas glicolíticas como la alcohol deshidrogenasa podrían estar
asimismolocalizadasen la paredcelular de C. albicans (Pendrak y Klotz, 1995). Algunas de
éstastambiénhan sido encontradasen la superficie de Entamoebahistolyticay Schistosorna
tnansoni. En el caso de 5. cerevisiae, el análisis de las proteínasextraídascon SDS en
condicionesreductorasapartir de paredescelularesaisladashaconducidosistemáticamentea
la identificaciónde variasenzimasglicolíticas (Cappellaroet al., 1998),aunquelos autores
alegan que se trata de un artefacto provocado por la contaminación con proteínas
citoplásmicas.Nuestras observacionesindican que estas enzimas también pueden ser
extraídasa partir de célulasintactasmedianteel tratamientoconagentesreductores(datosno
mostrados),lo cual coincide con resultadospublicadosrecientementeque describenla
presenciade la enolasaen laparedcelularde 5. cerevisiae(Edwardset al., 1999).

Como contrapartida, algunos autores han demostradoque la pared celular de
C. albicans es capazde incorporaro unir a la paredcelular proteínasañadidasde forma
exógena,y señalanque la presenciade la enolasa,las proteínasde choquetérmico de la
familia Hsp7O,y algunasotras,podríanencontrarseen la paredcelular comoresultadode la
lisis celular o de algún otro mecanismoaún desconocido(Eroleset al., 1997). Si bien no es
completamentedescartablela posibilidadde queseproduzcala lisis de protoplastosdurantela
obtenciónde las proteínassecretadasporprotoplastos,los experimentosde controlrealizados
demuestranque la lisis celular, y por tanto la contaminacióncon proteínascitoplásmicas,es
menordel 0.1%. Es más,los resultadosobtenidosenel presentetrabajocon las proteínasde
fUsión (Eno2p y Fbalp con la invertasa) demuestranque dos proteínasconsideradas
tradicionalmentecomo citoplásmicas,la enolasay la fructosabifosfatoaldolasa,son capaces
dedirigir la salidade un péptido intracelulara la superficiecelular.Estaes la primeravezque
se demuestragenéticamenteque estas dos enzimasson capacesde alcanzarel espacio
periplásmicoen 5. cerevisiae.Es más, se ha demostradoque ello no es debido a la lisis
celular, y eliminado la posibilidad de que la exportaciónde dichas proteínasse deba al
elevado nivel de expresiónde estasenzimas(Norbeck y Blomberg, 1997b), ya que una
versión delecionadade la proteínade fUsión Eno2p-invertasa,que carece de parte de la
secuenciade ¡a enolasaperoconservasuregiónpromotora,no escapazde complementara un
mutantesuc2,

Las enzimasglicolíticas carecende un péptido señalque dirija su translocaciónhacia
la ruta clásicade secreción,comotampocolo tienenlas proteínasde la familia Hsp7O(Ssay
Ssb),tambiénidentificadasenestetrabajoy cuya presenciaen la paredcelularya habíasido
descrita (López-Ribot et al., 1996a).Los resultadosobtenidosapuntanaquela exportaciónde
las dosenzimasglicolíticasanalizadasno seproduceatravésde la ruta clásicade secreción,
ya que la proteína de fUsión Eno2p-invertasacarecede N-glicosilación. Ello sugiere la
existenciade un mecanismoalternativo de exportaciónpara estasproteínas.De hecho, en
mamíferos existen varias proteínas que carecende péptido señal, y sin embargo son
transportadasal exterior celular medianteun mecanismodiferente del transponevesicular
(Cleves,1997; Cleveset al., 1996).Como ejemploscabríacitar el factor de crecimientode
fibroblastos 1 y 2, la interleukina 1, la galectina-l,la proteínaTat del virus VII-1-1, y la
proteína VP22 del virus herpes.La galectina-1 es exportadaa través de la membrana
plasmáticade 5. cerevisiaeen un procesoque no requierela rutade secreción(Cleveset al.,
1996).Así, seha propuestoen 5. cerevisiaela existenciade un mecanismode exportaciónde
proteínas que se ha dado en llamar “no clásico”, habiéndoseidentificado tres genes
implicadosen el mismo(Cleveseta!., 1996).
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Uno de los potencialescandidatosparala secreciónno clásicaen 5. cerevisiaepodría
ser la proteína Ste6p, un miembro de la superfamiliade transportadoresABC, que es
responsable de la secreción del factor a directamente desde el citosol al periplasma (Kuchler,
1989).Sin embargo,los experimentosde exportaciónde las proteínasde fUsión se llevaron a
caboen unacepade tipo sexuala, en la cualno seexpresaSTE6,lo cualdemuestraque Ste6p
no esnecesariaparaquetengalugar lasalidade la enolasay la fructosabifosfatoaldolasaa la
superficiecelular.Estosresultadosconcuerdancon los obtenidosporClevesy colaboradores
(deyesetal., 1996)para la proteína galectina-1.

Rubartelli y Sitia (Rubartelli y Sitia, 1991)han sugeridoque el estréscelularpuede
causar un incremento en la secreción no clásica. Dado que el estrés provoca también un
incrementoen la expresiónde las proteínasde choquetérmico,éstaspodríanestarimplicadas
en laexportaciónno convencional(Clevesa aL, 1996).Las proteínasde la familia Hsp7O son
chaperonasque participanenel plegamientode proteínasy en la translocaciónde proteínasa
través de las membranas (Alder et al., 1990; Becker, 1994; Jensen y Johnson, 1999). Estas
proteínas tampoco poseenpéptido señal, y su localización se considerabalimitada al
citoplasma.Sin embargo,LópezRibot y colaboradores(López-Ribotet al., 1996a; Lopez-
Ribot y Chaifin, 1996b) han demostradola presenciade algunosmiembrosde estafamilia
(Ssalpy Ssa2p)enlaparedcelulartantode 8. cerevisiaecomo de C. albicans,y sugierenque
podríanjugar algún papel en los procesosde biosíntesis,secrecióny ensamblajede los
componentes de la misma. Varias proteínas pertenecientes a esta familia, entre ellas Ssalp,
Ssa2p,Ssblp y Ssb2p,aparecentambién entre las proteínassecretadaspor protoplastos,en
concordancia con los resultados anteriores.

Con el fin de investigar las basesmolecularesdel mecanismode exportaciónno
clásicade las enzimasglicolíticasse ha realizadouna mutagénesiscon luz UV de la cepa
5510 (suc2A9)transformadacon un plásmidoepisómicoque lleva la construccióngénicade
laproteínade fusión Eno2p-invertasa.La obtenciónde mutantesde 5. cerevisiaeincapacesde
exportarla enolasapodríapermitir la identificaciónde genesimplicadosen la secreciónno
clásicade éstaen particular, y en generalde las enzimasglicolíficas, suponiendoquetodas
alcancenla superficie celularpor el mismomecanismo.Además,estosmutantespuedenser
empleadospara examinar si dichas enzimas tienen algún papel en los procesos de
construcciónde la pared celular, ya que en ellos se ha eliminado de maneraselectiva la
presenciade las mismasendichaestructura.

Porel momentosedesconocesi las enzimasglicolíticas localizadasen la paredcelular
ejercenalgunafUnción enestalocalización,y si su actividadesla mismaquepresentanen el
citoplasma. Hasta ahora solamente se ha demostrado actividad catalítica para la
gliceraldehido-3-fosfatodeshidrogenasade laparedcelularde C. albicans(Gil-Navarro et al.,
1997). Sin embargo existen numerosasproteínas,a las que se ha dado el nombre de
¡noonlighdng proteins, que ejercen varias funciones diferentes según su localización
subcelular o extracelular, expresión en distintos tipos celulares, oligomerización, y/o
concentraciónde ligando, cofaetor o sustrato (Jeffery, 1 999). Un ejemplo de estetipo de
proteínasesla fosfoglucosaisomerasa,unaenzimacitosólicaquecatalizael segundopasode
la glicolisis. Sin embargo,estaproteínatambiénessecretadapor célulasde mamífero,y tiene
al menosotras cuatro fUnciones: se trata de unaneuroleucina,que actúacomo citoquina o
como factor de crecimientode nervios, es el factor autocrino de motilidad (AME), y actúa
comomediadorde ladiferenciacióny maduraciónde célulasen la leucemiamieloidehumana.
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3. Otras proteínas de interés.

Entrelas proteínassecretadasporprotoplastossehan identificadootrasproteínasque

consideramosinteresantecomentaraquí.
• KeIlp. KELI ¡be identificado como un gen supresoren multicopia del defectode

apareamientoqueprovocala activaciónconstitutivade PKCI (Philips y Herskowitz, 1998).
La eliminación de KELI provocaun defectoen la fusión celularduranteel apareamiento,y
además los mutantes kelM son alargados y de forma heterogénea, lo cual indica que Kellp
tambiénjuega un papel en la morfogénesis.Kellp está localizada en las regiones de
crecimiento polarizado, tanto en el apareamiento como en la gemación (Philips y Herskowitz,
1998). Tras el tratamiento con feromonas, Kellp aparece en la periferia de la punta del
shmnoo.Durante la gemación,Kellp se localiza en la punta de la yema en células con yemas
pequeñaso medianas,y enel cuelloentrelamadrey lahija encélulasconyemagrande.

La secuencia aminoacídica de Kellp presenta un dominio llamado kelch, formadopor
6 repeticionesinternas. Basándoseen homologías de secuencias,se piensa que estas
repeticiones podrían formar las aspas de una estructura que se conoce con el nombre de
“propulsor j3” (Bork y Doolittle, 1994). Existenproteínascon dominios /celch en diversos
organismos,incluyendovirus, Drosophila, C. elegansy mamíferos,y varias de ellas están
implicadasen interaccionescon actina(Philips y Herskowitz, 1998). Se ha especuladoque
KelIp podría ser importante para dirigir o mantener las vesículas de secreción en la zona de
fusión celular a través de interacciones con el citoesqueleto. Basándose en los resultados
obtenidos en este trabajo, se podría postular para KelIp un papel semejante durante la
regeneraciónde laparedcelular.

• Prp46p. El genPRP46/YPLI5Iccodificaunaproteínade función desconocida,que
muestrasimilitud con las proteínasPrllp y Prl2p de Arabidopsis íhaliana, reguladoresde
fosfatasas(Xia el al., 1996). Al igual que ellas, Prp46p presenta en su secuencia varias
repeticionesTrp-Asp (normalmentellamadasWD-40). Los dominios WD-40 consistenen
repeticionesen tándemde unos50 residuos,cadaunade lascualescontieneun motivo central
Trp-Asp (Smith el aL, 1999).Prp46ppresentasieterepeticionesde estetipo.

Por estacaracterísticaestructural,Prp46pha sido englobadaen la familia de la beta-
transducina(Base de datos mips; http:¡/ speedy.mips.biochem.mpgde).Se denominabeta-
transducinaa la subunidad13 de las proteínasG triméricas,que intervienenen la transducción
de señalesgeneradaspor receptorestransmembrana(Gilman, 1987). Las funciones de las
subunidades13 y y no estándel todoclaras,peroparecensernecesariasparael intercambiode
GDP por GTP, así como para el anclaje a membrana y reconocimiento del receptor. Existen
en 5. cerevisiaevariasproteínasmáspertenecientesa estafamilia, entrelas queseencuentran
las siguientes: Ste4p, la proteína6 de la ruta de respuestaa feromonas(Hirschmanel al.,
1997), Cmlp, una proteínaque se une a actina y tubulina (Goodecí aL, 1999), Coplp,
Secl3p,Sec27py Sec3lp,componentesde las vesículasde la rutade secreción(Dudenel al.,
1994;Robergel al., 1997; Salamael aL, 1997; Sutterlin el aL, 1997),Lst8p, necesariaparael
transportede permeasasdesdeel aparatode Golgi a la membranaplasmática(Robergel al.,
1997)y Sni2, unaproteínaque interaccionacon Sec9p(Lehmanel al., 1999).

Curiosamente,las repeticionesWD en la proteína6 tambiénforman una estructura
circular de “propulsor 13”, con sieteláminasbetaantiparalelasconstituyendo las aspasde la
misma (Sondekel al., 1996; Wall el al., 1995), y seha propuestoque todas las proteínasque
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presentanestosmotivosseplieganadoptandounaestructurasemejante(Garcia-L-liguerael al.,
1996). La superficie superior de esta estructura podría coordinar interacciones entre proteínas
(Smith el aL, 1999).

• Bmblp. Se trata de una proteína homóloga a las proteínas 14-3-3 de mamíferos,
implicadasen diversosprocesoscelulares.En £ cerevis¡ae,Bmhlp y su homólogo Bmh2p
sonnecesariasparala transducciónde señalesduranteel crecimientopseudohifal(Robertsel
aL, 1997).En concordancia,Bmhlp interaecionain vivo con Ste2Op,la MAPKKKK de las
rutas de aparamiento,altaosmolaridady crecimientoinvasivo (Gustin el al., 1998),y de la
ruta SVG descrita recientemente (Lee y Elion, 1999). Por otra parte, BMH2 y en menor

medida BMJ-II son supresoresen multicopia de la inviabilidad de un mutante chclA, que
carece de la cadena pesada de la clatrina (Gelperin el a!., 1995),unaproteínaque formaparte
del revestimientode vesículas,por lo que se ha propuestoque las proteínas 14-3-3 en
£ cerevisiaepodríanademásintervenirenel transportevesicular.

En vista de estas observaciones, una hipótesis atractiva supondría que estas tres
proteínas, Bmhlp, Prp46p y Kellp, estuvieran implicadas en el transporte y la secreción de
otrasproteínasdestinadasa la regeneraciónde laparedcelular.

Enzimasdetoxificadoras.Glrlp y Ahplp son la glutation reductasay la alquil
peróxido reductasa respectivamente,dos enzimas detoxificadoras necesariaspara la
protección frente al estrés oxidativo (Collinson y Dawes, 1995; Lee el al., 1999).
Evidentemente los protoplastos se encuentran sometidos a una situación de estrés, en la que
pudiera requerirse la presencia de este tipo de enzimas.

Proteínas desconocidas. Además de la ya mencionada Pstlp/YdrO55w, se ha
conseguido identificar una nueva proteína de función desconocida, codificada por el ORF
YDRO32c. La proteínaYdrO32r presentahomologíacon la proteínaobrí de £ pombe,una
proteínaqueestásobreexpresadaen mutantesresistentesa brefeldinaA (Tun eta!., 1994).

Así pues, los resultadosobtenidos demuestranque el análisis de las proteínas
secretadasporprotoplastosde 8. cerevisiaeen condicionesde regeneraciónen medio líquido
constituyeuna estrategiaadecuadapara la identificación de proteínasde pared celular o
implicadasen su biosíntesis.Asimismo, la aproximaciónresultaválidaparala identificación
de nuevasproteínasposiblementeimplicadasen el procesode construcciónde la pared.Una
de estasproteínas,de funciónhastael momentodesconocida,ha sido el objeto de estudiode
la segundapartedel trabajodescritoen estamemoria,ya quesus característicasestructurales
apuntabana quepodíatratarsede unaproteínade la paredcelular.

Por otra parte, tras la secuenciacióndel genoinacompletode 8. ccrevisiaeen 1996
(Goffeau el aL, 1 996b),el siguientepasoa darfue el análisisfuncional de todos los genesde
función desconocidaidentificados durante el proyecto de secuenciación.Para ello se
desarrolló el proyecto EUROFAN (EUROpeanFunetional ANalysis), en el cual participa
nuestroDepartamento.En unaprimerafase,se procedióa la deleciónsistemáticade todos los
genesde función desconocidadetectados,dedicándosela segundafase al análisis de los
mutantes generados.El propósito del Nodo de Pared Celular y Morfogénesis, al cual

pertenecenuestro laboratorio, está en identificar aquellos genes implicados en procesos
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relacionadoscon la paredcelular y la morfogénesis.Con estefin sehan realizadodiversos
ensayosque han permitido ir acotandola colecciónde mutantesy seleccionarvarios de ellos
posiblementeafectadosen la paredcelular. Uno de los ensayosmásespecíficosdel citado
Nodo, a llevara cabosobrelos mutantesseleccionados,consisteenel análisisde las proteínas
secretadas por protoplastos en condiciones de regeneración de la pared celular. La obtención
de un mapade referenciade éstaspuedeconstituir una buenaherramientapara el análisis
funcional de mutantes afectadosen la pared, ya que la comparación del patrón de proteínas
secretadas por los mutantes con el patrón silvestre podría proporcionar información sobre las
consecuencias que la deleción génica tiene sobre la construcción de la pared celular.

La estrategia proteómica empleada en el presente trabajo podría ser complementada
con estudiosa nivel transcripcional,usandola tecnologíade los microarrays de DNA. De
hecho, ya se ha realizado un análisis parcial de este tipo (Braley y Chaifin, 1999),
detectándoseun incrementoen los niveles de mRiNA correspondientesa varios genes
codificantesde proteínasOPI de pared,proteínasde estrés,y proteínasimplicadasen la
biosíntesis de la pared celular. La disponibilidad, a través del proyecto ELIROFAN, de
membranasen las que se encuentrarepresentadotodo el genomade 5. cerevisiae nos
permitirá completarel estudiode la regeneraciónde la paredcelular y comparar los datos
obtenidosmedianteambasestrategias.

129





Discusión

II. EL GEN PSTJ/YDRO5SwESTÁ IMPLICADO EN LA CONSTRUCCIÓN DE LA
PAREDCELULAR.

Con el objetivo de caracterizarla función de PSTI en 5. cerevisiaeseprocedióa la
obtenciónde un mutantedelecionadoendichogen.Unavezobtenidala cepamutantepstlA, a
la que se denominó MYS5, se llevaron a cabo diversos ensayos fenotípicos encaminados a
determinar si el mutante pstlá mostraba algún defecto en el crecimiento o, más
concretamente,algunaalteraciónen laparedcelular.Sin embargoestosexperimentosno han
aportadoningunainformación acercade la posible implicación de la proteína Pstlp en
fenómenos relacionados con la pared celular, ya que el mutante pstlA seha comportadoen
todo momento de manera semejante a la cepa silvestre. Los resultados concuerdan con los
obtenidos en las pruebas fenotípicasprimarias realizadas a un mutante pstlá procedentede
EUROSCARF dentro del proyecto EUROFAN.

Observaciones recientes muestran que la expresión del gen PSI’] se encuentra
inducida unas tres veces en mutantes delecionados en el gen FKSJ,quecodifica la subunidad
catalítica de la f3-1,3-glucán sintasa (Terashima eta!., 1999). Igualmente, en mutantes kre6á,
afectados en la síntesis del 13-1,6-glucano, también se ha observado un incremento en la
transcripciónde PSI’], siendo éste el gen más inducido en dichos mutantes (T. Roemer,
comunicación personal). Esto parece indicar que el gen PSI’] ejerce alguna función
importanteen los mismos.Contrariamentea lo que pudierapensarse,la deleciónde PSI’] en
los fondos genéticosficslA y kre6Ano es letal, como tampocolo esen el fondogas]A. Sin
embargo,seríainteresantecomprobarde quémodoafectala carenciadePstlpcuandodichos
mutantessonsometidosa condicionesque afectana la integridadcelular. Como ya seha
comprobadoen el casodel mutanteec¿n33A,la eliminaciónsimultáneade PST] provocaun
incrementode lasensibilidada toxina kil!er K1, a zimoliasa y a higromicina B, además de un
considerableaumentoen la activaciónde Slt2p, indicativo de unaafectacióngravede la pared
celular(Vázquez,1999).

Dadala elevadasimilitud existenteentre las proteínas codificadas por los genes PSI’]
y ECM33,y puestoque la deleciónsimultáneade ambosprovocaun fenotipomás acusado
que la eliminaciónde uno solo de los genes,cabríapensarque las proteínasPstlp y Ecm33p
tuvieranfuncionessemejantes.Con el fin de comprobarlose investigósi la presenciade Pstlp
enunelevadonúmerodecopiaseracapazde suplir la faltade Ecm33p.La sobreexpresiónde
PSI’] no suprimela hipersensibilidaddel mutanteecm33Aa cafeínay calcoflúor,y sólo alivia
ligerísimamentela sensibilidada toxina killer Kl y a hígromicinaB. Ahora bien, hay que
resaltarque mientrasque la expresiónde ECM33 no estáreguladapor el ciclo celular, la de
PSP] silo estásegúnlos estudiosde transcripciónen microarrays de DNA (Spellmanet al.,
1998).Dado que la sobreexpresiónde PSI’! serealizó bajo el control de su propio promotor
desdeun plásmidoepisómico,si Ecm33pesnecesariaa lo largo de todo el ciclo celular,es
posible que la falta de complementaciónse debaa que Pstlp se esté expresandosólo en
determinadosmomentosdel ciclo celular, y no durantetodo él, como esel casode Ecm33p.
Por otra parte, se ha propuestoque la expresióndependientede ciclo celular de algunas
proteínasde paredes la responsablede la correctalocalizaciónde las mismasen la superficie
celular (Smits et al., 1 999b). Pudieraser, por tanto, que la causade que no seproduzcala
complementaciónseauna “incorrecta” localizaciónde Pstlp para suplir la falta de Ecm33p.
Experimentosde expresiónde PSI’] bajoel control de un promotorconstitutivoo regulable,o
del promotorde ECM33,contribuiríanacomprobaro rechazarestashipótesis,yaque también
cabe la posibilidad de que la sobreexpresiónde PSI’] no sea capaz, en ningún caso, de
complementaraun mutanteecm33/x.

131



Discusión

Cuandoseproducenfallos en el ensamblajede los distintoscomponentesde la pared
celular, dichoscomponentesson liberadosal medio de cultivo. En los mutantesecm33Ay
ecm33Apst]Ase ha observadouna liberación al medio de cultivo de 13-1,6-glucano.Este
glucanoliberadoestáunido a proteínas,ya que su presenciasepusode manifiestotras una
electroforesisdeproteínasseguidade Westem-blotting.Porel contrario,estasproteínascon
restosde 13-1,6-glucanono estánunidas a ¡3-1,3-glucano,ya que cuandola membranase
hibridó con anticuerposfrentea estepolímero la señalcorrespondienteal f3-l,3-glucanono
coincidió con la correspondienteal ¡3-1,6-glucano.Estosresultadosindicaríanque existeun
fallo en el anclajede algunasde las proteínasGPI, las cualesseunena la estructurade la
pareda travésdel heteropolímero13-l,6-glucano/13-1,3-glucano,y quedicho defectoestaríaen
el enlaceentreel 13-1,6-glucanoy el 13-1,3-glucano.Ahora bien,debede tratarseúnicamente
de un subeonjunto de este tipo de proteínas, ya que no se ha observado un aumento en la
liberación al medio de Cwplp, utilizada como modelo de las proteínas de pared celular con
anclaje a GPI (Jiang et al., 1996; Kapteyn eta!., 1999a).

Al analizarla liberaciónal medio de cultivo de Pir2p, proteínaancladaa la pared
celular a través del 13-1,3-glucano (Kapteyn et al., 1 999b) se observó una diferencia
cualitativaentre la proteínaPir2p liberada al medio por las cepassilvestrey MY55, y la
liberada por el mutante sencillo ecm33A y los dobles mutantes ecm33ApstM.Sería
interesante averiguar si la banda superior, que aparece incrementada en éstos, se debe a una
mayorglicosilación,o aun defectoen elprocesamientode la proteína.

Las característicasde la secuenciaaminoacídicade Pstlp hacíanpensarque pudiera
estar localizada en la pared celular, o según observaciones recientes, en la membrana
plasmática(Caroeta!., 1997;Hamadaeta!., 1 998a).

Pstlp-myc puede ser extraídaa partir de paredescelulares aisladasmedianteel
tratamientocon SDS en condicionesreductoras.Sin embargo,la digestióncon zimoliasade
las paredescelularesresultantesde estaextracciónno condujoa la solubilizaciónadicionalde
Pstlp-myc.Esto indica que Pstlp-mycno estáunida de forma covalenteal glucanode la
pared celular, sino que se une a esta estructura de forma laxa, o mediante puentes disulfuro
con otrasproteínasde la misma. Tampocopuededescartarsela posibilidadde quesetrate de
unaproteínade lamembranaplasmática.

Con el fin de investigar la presenciade la proteína marcadaPstlp-myc en la
membrana plasmática, se analizó la partición de Pstlp-myc en la separación de fases de una
solución de Triton X-l 14. Las proteínashidrofilicas aparecenexclusivamenteen la fase
acuosa,mientras que las proteínasintegrales de membrana,de naturalezaantipática, se
recuperan en la fase detergente (Bordier, 1981). Pstlp-myc puede ser parcialmente
solubilizadaen Triton X-1 14, apareciendoen proporción semejanteen las fasesacuosay
detergente.Esteresultadosugiereque al menosuna fracciónde Pstlp-myc estáancladaen la
membrana.Estas observacionescoinciden con los resultadosobtenidos por Hamada y
colaboradores(Hamadaet al., 1 998a),quieneshan descritouna localizaciónen la membrana

plasmáticapara una proteínamarcadoraquiméricaque lleva los últimos 40 aminoácidosde
Pstlp —donde se encuentran el punto de unión a GPI y los residuos que supuestamente
contienenla informaciónnecesariaparala incorporaciónde estasproteínasen la membrana
plasmáticao la paredcelular(Caroetal., 1997;Hamadaaal., 1 998a;Hamadaet al., 1 998b).
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ProbablementeseaunafraccióndePstlp-mycque mantieneel anclajeaGPI intacto,y
que por tanto está unida a la membrana, la que aparece en la fasedetergente.No obstante,
para comprobar esta hipótesis sería necesario analizar si el tratamiento con fosfatidil inositol
fosfolipasa C es capaz de solubilizar la fracción hidrofóbica de Pstlp-myc en la fase acuosa,
como ocurre en el caso de Gaslp (Conzelmann etal., 1988). Por otra parte, la fracción soluble
de Pstlp-myc podría corresponder a una forma periplásmica de dicha proteína.

Las imágenes de inmunofluorescencia indirecta muestran que Pstlp-myc se localiza
preferentemente en zonas concretas de la superficie celular. Sin embargo, en las condiciones
en que se realizó el experimento, no todas las células presentaban este patrón. Ello podría ser
debido a la regulación por ciclo celular de PSI’], puesto que el ensayo se realizó sobre un
cultivo asincrónico.

De los resultados expuestos a lo largo de la presente memoria se puede concluir que el
análisis a gran escala de las proteínas secretadas por protoplastos de 5. cerev¡s¡aeha permitido
la identificación de varias proteínas de la pared celular o implicadas en su construcción.
Asimismo ha sido posible identificar varias proteínas de función desconocida hasta el
momento, que pudieran jugar un papel en dicho proceso, una de las cuales ha sido estudiada
en el transcurso de este trabajo. Para ello ha resultado especialmente útil el poder acceder al
empleo de la espectrometría de masas, una tecnología puntera en la caracterización de la
estructura primaria de proteínas que se encuentra actualmente en desarrollo en España. La
obtención del mapa de referencia de las proteínas secretadas por protoplastospuederesultar
una herramienta muy adecuada para el análisis funcional de mutantes afectados en la pared
celular que se está llevando a cabo dentro del proyecto europeo EUROFANpara el análisis
funcional del genoma de 5. cerevisiae.
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1. El análisis de las proteínas secretadas por protoplastos mediante electroforesis
bidimensional, junto con secuenciación aminoterminal, detección con anticuerpos o
espectrometría de masas, ha conducido a la identificación de 34 proteínas posiblemente
implicadas, directa o indirectamente, en la regeneración de la pared celular.

2. Las proteínas identificadas pueden ser agrupadas funcionalmente en varias
categorías: proteínas de pared propiamente dichas o implicadas en su construcción,
enzimas glicolíticas, proteínas de choque térmico y un grupo heterogéneo en el que se
incluyen proteínas con funciones diversas.

3. Dos enzimas glicolíticas, la enolasa y la fructosa bifosfato aldolasa, son capaces
de dirigir la salida de una forma intracelular de la invertasa a la superficie celular. La
eliminación de los residuos 169 a 251 de la enolasa afecta de forma negativa a su salida a
la superficie, mientras que la eliminación de los residuos 101 a 352 ó 46 a 224 impide esta
exportación.

4. El gen PSI’] codifica una proteína que está implicada en la construcción de la
pared celular. La proteína de fusión Pstlp-myc se localiza preferentemente en la superficie
celular, en la pared celular y/o en la membrana plasmática.

5. La ausencia de Ecm33p, una proteína homóloga a Pstlp, provoca una liberación
al medio de cultivo de 13-1,6-glucano unido a proteínas, indicativo de que existe un defecto
en el anclaje de algunas proteínas UPI a la pared celular. Este defecto no se ve agravado
por la eliminación simultánea de Ecm33p y Pstlp.

6. La sobreexpresión de Pstlp bajo el control de su propio promotor alivia sólo
ligeramente determinados fenotipos del mutante ec¡n33/x, como la hipersensibilidad a
higromicina 13 y a toxina lúller Kl.

7. El análisis a gran escala de las proteínas secretadas por protoplastos de
5. cerevisiaeen condiciones de regeneración en medio líquido constituye una estrategia
adecuada para la identificaciónde proteínasde paredcelularo implicadasen subiosíntesis.
La obtención de un mapa de referencia de las mismas puede, por tanto, resultar una
herramienta muy útil para el análisis funcional de mutantes afectados en la pared celular.
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Two-Dimensional Analysis of Proteins Secretedby
Saccharon’zycescerevisiae RegeneratingProtoplasts:
A Novel Approach to Study the Ceil Wall
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Protoplasisof Sac’c/¡aroniyces cerevisíde incubatedin regeneratingconditionssecreteccli walt componenisin order
to allow the biosynthesisof this structure.During thefií’st hoursof incubation,rnanyof Ihesearenot retainedjo Ihe
forming ccli walt but remain in thc medium. Wc havedevelopeda methodfor coilecting the secretedprotejusand
have analyscdtheseby two-dimensionalelcctrophoresisto obtain a referencernap of putative ccli wail prolcios.
Severalproteinswcrc identilied by rnicrosequencingor immunohlotting;oamely,ccli walt hydroLyticenzymcs.heat
shock proteins, glycolytic enzymesand others.Sornc 3-1,3- and ~-~l.6-glucosylationwas detectedin the prote¡ns
secretedby regencratingprotoplasis.Copyright Xj 1999 JohnWiley & Sons,Ltd.

KEY wORI)s — ccli walt: 2D-[>AGE: protoplasts

INTRODUCTION

Fangal ccli walls are rigid structuresrequired
for rnaintaining cellular shape and integrity by
protecting celis against osmotic changesin lEe
envíronmeol. thcy also ací as filtcrs, pcrrnitting
the passagcof sorne molecules whilc excluding
othcrs.The ccli waIl is not no inerí síructureand
undergoesprofound changesas a consequenceof
proccssessuch as budding, apical extension of
hypha, dirnorphic transitions nod mating. The
detailsof wall compositionare known for rnany
specics buí aspccts such as ihe asscrnbty and
interaction of individual componenísinvolved in
lEe gencrationof walI architectureare more diii-
culí lo establish.SinccIbis structure is not presení
in highcr cukaryotes,a belter undcrstandingof jis
gencrationconid Icad lo tlíe dcveloprncntof new
selectiveantifungal drt¡gs.

*Corrcspondencc lo: 11’. (iii. Opto. de Microbiología II,
Facultad (le Fa nnacia. t nive rs dad (‘o mpl utense. 2804<)
Madrid. Spain. Tel: 34 1 394 17 44/48: Lix 34 1 394 IT 45:
e—mail: gilníilaW?cucntíx.siin.ucm.es.
Contractlgrantsponsor:LtJROFAN Progranimeof ILe FC.
Con1 rací/grant 5ponSOr: C~? 1 (‘Y it S~uí i o: Con ractlg ant
oniober: B1095-0303.
Con1 rací/grani spcsaso’> Mi mis terio tic Ecl ucac¡ di y Ci ene¡ a,
Spain <Fcilowshipl.

TEe yeastSw’c’harornyc’escerevis¡ae has becothc
majorexperimentalmodelusedlo addressccli wall
siructureand organization.The main componenís
of its ccli wall are mannoprotcinsand j3-linked
glucans;sorne chitin is also presení(revicwed in
Cid e¿aL, 1995; Klis, 1994; Orleanetci!., 1997).
Synthesis of 5. cerewx¡ae cdl walt componenis
cotild take place jo two steps. Eirsí. chitin aud
~l 3-glucanaresynthesizcdby plasmamembrane-
bound cnzyme complexes througb a vectorial
processin which Ihe formed chains are exíruded
throughihe plasmamembrane(CabiberaL, 1987.
1982; Douglas ci aL, 1994; Mol e, aL, 1994).
Mannoproteins are synthcsized noé secreted
through Ihe sccrctory pathway. Pan of ¡3-1,6-
giucansyníhesisrnay lakc placein lEe endoplasmie
reticulurnor (Solgi (Roernercl aL, 1994: Shahiniao
ci aL, 1998). Following this, alí these corn-
ponentswould lEen interactaudassemblclo forrn
a funclional ccii wail.

Mannoprotcinscan be divided mío lwo groups
according lo thc method used for Iheir exíraction
frorn Ihe ccli wall; Ihoseextractabiew’ith sodium
dodecyl suiphatc (SDS) (Valenlin ev aL, 1984),
whích are looscly associatedwitlí Ihe ccli walt
cIOtl coxalently—l j nkcd manooprotcios. xvii ich are
sol ti bit ized by nij íd al kali treaIrnent (Ni usa cl aL,

CCC 0749•ó03X/99/l)60459 14 Sl 7.5<)
(.op&i’iglit 4:~ 1999 john Wiley & Sons. Ltd.

Recei~ed 21 mlv 998
Aceepted II) November1998



460 M. ‘ARDO ¡Vi Al..

1997>, reducing agentssuch as dithjotlírejlol or
¡3-nicrcaptocthanol(Lopez-Ribot cf aL, 1996a)or
glucanasedigestion of the gí tícan laycr (Moni un
er aL, 1994; Valentio ci aL, 1984). Thc glucaiiasc—
extraclablemanooproteinslíave <bree characteris-
lies jo commoo:(a) <heir scqnenceshows a sirnal
peptide at tlie N-terrnious; (b) lhcy are ricE jo
scrineand/orthreooinc; and (c) they have a ptíla-
tive glycosyl plíosphatidyl-iríosilol (GPI) attach-
mení sigoal (Van derVaarl ci aL, 1996). A few of
tese glucanase-extractablemannoprolcioshave
been identified and several are involved ¡o ccli
surfacephenomena.lo yeasls,GPI-anchoredpro-
tcinsarealso componentsof Ihe plasmamembrane
(Caro cf aL, 1997; Hamadaci aL, 1998). it has
beco speculatcdthai Ihe GPI-ancliorageof sorne
proleins lo lEe membranemight represent an
intermediatestagcafter whiclí cross-liokiogwilh
olEerccli walt componcolsis hnally achieved (dc
Nobel aod Lipke, 1994). Reccnlly, it has beco
shownthaI sorneeclI waIl proteinsforrn a compiex
wílE 13-1,3-glucanthrough a ¡3-1,6-glueanmoicty
andIhal Ihe atlachrncotto this j3-l,3-/(3-l,6-glucao
Eetcropolymcr,probably through a GPI rcmíí~íol,
ís responsible for aochoriog ccii walt protcios
(Kapteyncf aL, ¡996; Kollár cf aL, 1997). ¡3-1.3-
glueanis alsocovaleíítlyboundlo chilio jo te ccii
wall (Harílaud cf aL, 1994; Kollár cf aL, 1995).
WiIE Ihe complete genonie of S. <‘cteí’isiac
sequenced(Goffeau. 1996),more Ihan 50 prílative
ccli surfaceproteios containiog a polential GPI-
attachmenlsigoal havebecoidcoti ticé (Caro ci aL
1997; Hamadacl aL, 1998).

Two—dimensiooal polyacrylamide gel electro-
phoresis(2D-PAGE) appearslo be a very useful
tool for thc analysis of cooíplcx níjxltíres of
proteins. This lcchoique. origioaily deseribedby
O’Farrell (1975).separalesprolcias00 Ihe basisof
thcir diffcrcncesjo isoeicctricpoint (pl) jo Ihe first
dimensíonand apparcntmolecular rnass jo dic
sccond dimension. This mcthodology tías beco
grcally improved duriog ihe lasí few years. Thc
iníroduclion of comníercially mantífacttírcd
inírnobilized pl-! gradicnts(1 PGs) lías reoderedtlíis
iechniquchighly reproducibleanéIhereforeaiiows
íolerlaboralorycoííí parison(Wjlkins ci aL, 1997).
2D geis of .81 ccrcrisiac ccli titar exlracts separate
severalhuíídredproicios. Differentgroupsareoow
syslernaticallyideotifyi ng thc yeastcxlractproteíns
separated by 21)-PAGE ( Batajile el aL. 1987;
Boucheric ct aL. 1995; Garreiscf aL, 1994, 1997;
Mailicí cl aL, 1996; Norbcck and Bloníbere.
1995; Saglioccocí aL, 1996; Sanchezcl aL. 1996:

Slíevchcnkovr aL, 1996). Protejo idenlifleation is
achieved by aolibodystaining.comparisooof iwo-
dimensionalgel posilions,Edmandegradation,Ihe
useof gcneticallymanipulatedsImios, aíiuino acid
composilion and, reecnily, oiass speclromelry.
This lcchniquc tu tis afTords an overail ami
integratedview of <heexpressiooof a lamenumber
of genesof <he yeastgcnooíe.

Onestralcgyfor studying<he dc novo generation
of ycasteclI wall is to eomplclelyetirninatethewall
by enzymaliedigestionin an isoloniemcdium ané
then aliow Ihe exprcssion of genes involved in
ccli walt regencration(Klis, 1994). Under Ihese
conditions, níany proleins are secreled mío the
medium.Thesewould comprisenot only structural
proleins buí also rcmodellingaodprobably cross-
linking enzymes. lo lEis paper we describe a
method for obtaioiog proicins secreledfrom celís
¡o active ccli wall regeocration.These proteios
were aííalysedby 20-I’AGE. a referenceníapwas
obtaincd,ané sorneproicios xverc identified. The
níap should serve as a piciure of the geocs
exprcssedlo contribulelo ccli walI syothesis.

MATERIALS AND METIIODS

Saníp/c ¡9I’cJ910at ion

Strain S288C(Mata StIG2nial niel gaI2 (‘UPÍ)
was aseébecause it is <he referencestraio for
genornescqucociog.Celis were growo ~o500 ml of
YPD rncdium (Ausubelcl aL. 1995) al 2S’C <o ao
oplical de¡ísity of 4 at 600 orn. harvesied aíid
washedonce xvillí xvater. CelIs (1—2 x 1 & cells/íííl)
wcrc iocubatcd ío a pre-lreatníeot soitítioo
(10 níNí HCI Tris, pH 9. 5 m~ EDTA. 1% y/Y

2-rncrcaptoelha¡íol)al 28’C xx’ith sEalcitín at
80 rpoi for 30 mio. Afta washiogwilh 1 Ni sorbitol
lhey were restíspendedjo 1 xi sorbitol to a dcosity
of 5 x 1 «cells/níl. 30 pl/oíl (ilusulase ( Du Pont)
wasadded.Celis were iocubaíedwith xery geolie
shakiííguntil more tlíao 90% wcreproto~ílasis(Gil
cí aL. 1988). which werc iheíí pelícied by geotie
centrifugalion (600 x g). Protoplasísxvcrc xvashcd
llírce times with 1 Ni sorbitol by gcollv swirling
liquid acrosssurface of pelící. lo clirníoatc avIv
1raec of G 1 usalasc ‘. Protoptasi regenciati tíO wa
oduced jo coíuipleic mi luma1 níediuní ~Ausubel
u aL, 1 995) contaj oing 1 xi sorbitol at 28 ‘C. x’.’i th
very gentic shaki íg. A fi er a 2 tu ioeubatbu. ccli
werc peilcíetí al 600 Y g aod tiíe mcditiíui \va
fillered wil ti oxíl any cxieroal device t h yo ugt) a
022pní pore—size nitrocellulose filier ( Millipore)
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afler Ihe adéition of proleaseiohibitors (01 mM
phcnyl mell’iyl salphooalefluoride [PMSF; Eluka],
2 ~gIml leupeptio aoci anlipain, aod 1 ~g/rnl
pepstatio A [Sigrna~).Thc medium was concen-
Iraled by ultraliliralion usiog a pore-size of
10000 Da (Diaflo’, Arnicon). diluled wilh water,
conceníraleda furiher tlíree limesanélyopluilized.
Ccli lysis was controlled by qaaotitativedeíermi-
nalion of allcaljnephosphaíase(CabibandDuran,
1975). Prolein quanlilalion wasperformedby Ihe
Bradford assay(Bradford, 1976).

Scanning e/curan rnicroscopy

Celís were prepared as described elsewhere
(hedí cÉ aL, 1987; Williams audVeldkamp, 1974),
wiih slight modifieaíions.Log-phasecelís in YPD
medium, fresh protoplasísin osmolie síabilizer
andregeneralingproloplasísjo liqaid regeneralion
medium were fixed willu 5% glaíaraldehydejo
02 xi sodium eacodylatebuifer, pH 7~2, al room
temperalurefor 90 miii. Afler lixalion, celis were
washed wiíh 1 M sorbilol ané dehydratedjo a
graded cihanol series. Elluanol was replacedby
pure CO, ané samples werc coaled wilh gold.
Sampleswere exarninedané pholographedunder
a JEOL iSM-6400 seanning elecíron mícro-
seope, belooging to dic ‘Ceníro de Microscopia
Electrónica Luis Bru’ ni dic Universidad
Compluiensede Madrid.

Analytical 2D-PA GE
Two-dímeosíonaleleelrophoresiswasperformed

using an irnmobilized ph gradiení(IPG) syslem.
asdescribedby Bjcllqvist cf aL (1993). lmrnobiline
Dry Slrips (pl-] 3 -.10 NL, 18cm long, Pharmacia>
were relíydrated ovcroighl jo 8 M urea, 2’ w/v
3-[(3-cluolanuidopropyl) dimethylammooio]-l-
propaoesulfooate (CHAPS), It) nra dithio-
eryihriíol (OTE), 08% y/y Resolytes(Pluarmalyie
pH 3.-lO, Pharmacia)aoda Irace of broníophenol
bine. Lyophilized samples(ca.200 .íg) were resus-
pended jo sample bufl’er (8 Ni urea, 4% w/v
CHAPS, 40 nuxi Tris, 65 mxi OTE, brornophcnoi
bloc) aodloadedfor dic firsí dimcosioo.Isoelecírie
focusing was carneé oní iíu a Multiphor II
EieetrophoresisnoiI (Pharínacia)al 1 ST? with Che
following prograoíoue:O <o 500V in 1 nuin, 500V
fon Síu, 500 lo 3500V iii 5 b, and3500y for 12.5 Ii
(tolal 56250Vlu).

Afíer foeusiííg, IPG stripswereequilibraledfor
12 mio jo 5Qmxi Tris HGI, ph 68. 6 xi urca. 30%
y/y glycerol, 2W’ 5v/y SOS, 2”~ w/v Dii, ané br

5 mio iii 50 mM Tris—HCI, pH 68, 6 M urea. 30W,
y/y glycerol, 2% w/v SDS, 25% w/v iodo-
aceramide,aoci were loadedontoa polyacrylaniidc
slab gel wilh a 05¼w/v agarose solution in
Laemmli baifer (Lacrnmli. 1970). Tlíe secood-
dinuensionalrun (SOS—FACE)wascarriedovIl on
líomogeneousrunoiog geis (10% T) willuoui a
slaekinggel. Piperazinediacrylaouidc(16%0 was
usedas cross-lioker.SOS PACE wasconductedal
40 mA/gel consíanícurrenífor 6 h in aProtean11
ccli (Bio-Rad). Aiíalytical gels were silvcr-staincd
acconding<o Mcmii cf aL (1982) wilh ihe Bio-Rad
Silver Siam ¡(it.

Eleclrophorelogramimageswere oblainedwiih
<be CS-690 Imaging Densilometeranéprocessed
wilh ihe MELANIE 11 software (Bio-Rad). Mr
noé pl valaes werc eslimaled using inlennal 2D
SDS-FACE staodards(Bio-Rad).

MÑ.’roprc,nararivc2D—PAGE
Sampleapplicationwasdone on Ihe enlire IPO

gel dariog lIs rchydration,asproposedby Sánchez
cf aL (1997). The sanuple (05—1 níg) was mixed
willí 500 A of a solution conlainiog 8 M urea.4%
w/v CHAPS, 65 níxí OTE and 08¼y/y Resolvies
(PlíarrnaiyíepH 3 lO. Pbarmaeia),anélayeé job
dic groovesof a reswellingehamberspccially builí
for dic purpose. GeL ~vereapplied upside-éown
onlo u and coveredwitli paraffin oil. Rcswelliog
was acconuplisheéover61v Focasingwas carried
oul accordioglo ilie aboyeprogramnie,exteoéing
ihe last phascto give a lotal of 126 kvh. 11’ tluc
seconédimensiónwas noi io be run ¡míuíeéiateiy
afler foeusing, IPG strips were kept al — 70’C.
Tbe seconé-dimeosionalrun was perfonníed al
60 V constanívoltage ovenoiglut.

Pro fc/ti nl¡craveqttciictitg
Afíer mieropreparalive20-PACE,the gels Were

soakedin MilliQ water for 3 oíi¡í noéequilibrated
lo lransfer buifer (íd oíxi 3-(evclolíexylarniiio~-1-
propanesulpliooicacié [CAPS]. ph II, 10~.<
oieiluaool). Polyvioylidene djflaorjée (P\DF)
rnembraocs (02 pM pore-size. Bio-Rad) were
equilibraled iii traosferbulTer for 15 miii. BIci líííg
wascanjeéout jo a semj—dmv nc¿iiís-blotccli Bio-
Rad).01 ‘¼,w/v SOSwasaddcéonto <líe saiudvielu
<o facilitale íraosfer.Cooditionsuseéwere 0-68 A
curreol linuil. 15 V, 11v

Afler transfcr. oueníbraiucs wene riosed svith
Nl ji ¡ íQ water noéstaj ticé suiii 0 1 % w/v Cooiii ¿<55w
blue R-250 in 50<’, y/y methaool ¡br =nulo.

Copyright U; 999 John Wiley & Sons, Ltd.
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Deslaiuingwas acluieveéjo 50” y/y mcthanol fon
15 urjin, afier wluich <he mernbraoeswenc niosed
wrilu MiIliQ water anéair-dried. Membraneswcrc
kepí at — 2WC.

Protein spots wcre exciseé arué subjccied to
Edouan degrada<ion usjog a Bcckman LE 3000
Sequencerconnecícélo a phciíyllhiotuydaotoin-
amino acid analyscr <Systcm Colé, Beckman).
Searehesfor ideotily between rnicrosequcncinn
data aod prolein sequenceswcre performedwitlu
BLAST on tlíe IS’acc’haron¡vcesCetionie Dalabase.

imnínunoblní ana/).’s¿s

Cdl exíracíswcre preparedas follows: log-phasc
celís werc barvesled,ané washcd wjth ice-colé
waler. Cetis wevc disrupted wilh glass beads lo
200 ~‘I of lysis buffer <50 mxi Trjs—lICI, pH 75,
1 nuxi EOTA, 150 mxi NaCí, 1 mxi duthjothrcitol
(DTT), 05 mxi PMSI» ané 5 gg/ml of Icupeptio.
pepstalin ané nolipain) by vortexing. Afier tlue
beaéshad seliled. <he bnokco-ccll suspeosion~vas
lraosferrcd <o othcr tubes ané ceotnifugeé fon
15 mio al 13 000 rpm. Supenoalaniswere again
Irausfened to otluer tubes aoci receotnifuged.Thc
supernalaotswere kep< a< — 2WC.

Afier dic sampleshad becosubjeclcdto analyti-
cal 20-PACE or SDS—PAGE.gels wcnc elecíro-
blot<edontoPVI)F on nitrocellulosernctíibnaticsin
Towbjn bullen at SOmA ovenoight (Towbincf ¿mL.
1979>. BloIs were processeéfoilowing standard
protocois (Ausubel cf ¿rL, 199.5). lo some cases
(Cwp~p, ¡3-1 .3-nucao) ñhiers were ineateé wiílu
50 mxi peniodate,lOO mxi soéjurnacciate,pH 45.
fon 30 mio befone bloekiog (Mootijo cm aL. 1994).
Polyclonal antibodiesagainsí several ycast ribo-
sonualprotcios (dil ulion :1 000). S.sa1 -2p (éilulio¡u
1:600), Ssb1 -2p (dilulion 1:600), ExgIp (dilution
1:10000). Hkrl p (diltrijon 1:200), Krc9p (diln—
<ion 1:1000), Flolp (diluíioo 1:3000), Secl4p(dilo-
lion 1:1600).Casip (diluíion 1:3000). ¡3—1 ,6—glucao
(dilution 1:5000) aoé ¡3—1 .3—glucan (éjlutjoo
1:75 000) wene used. lmnuuooneacíivespotswcrc
detected usiog horsenaéish peroxidase—labelleé
anli-rabbit lgCs ané ah eíuhaiueed clueiuui-
Ium,oiscenccéetec<ion sysiem(ECL. Amersharn).

Gcncíic <‘onsti’iiclioiis cinc! mo/ecu/ufbio/ogr’
tcch ~it/tWA

NI olecular luí ology techo iq tres wene earrjed
otíl usiog siaodaré prolocols (A usubel cf aL
1995). l—’usjoo piolcios werc coiustntícteé in <be
fol lowjog wir y. l—’i rst, 1 wo tairs of 01 igonuclcotit] es.

UP-ENO/LO-ENOaoéUP-FBAI/LO-FI3AI, <bat
amplifleé <he promoterregiolí ané<he colme ORE
withou< <he stop codotí of Si c’n’cí’isiuc ENQ2
aoci FRA! genes, ncspectivcly, werc designeé
(LP-ENO: GTCCATCCCCTCA1’TCAA’FAGA
TTACC/LO-ENO: AGGGATCCTTCTCACCC
TGCTCGAAG and ti ¡‘-FHA: TCCCATCCG
AATAACAATACTCACA/LO-FBA 1: AGAGAT
CTAAACTCTTACTCCTACC). PCR ampiifi-
cation wilh S. c’c¡’cr’isiuc S2SSCgenomie DNA as
tempiaterenderedENO2 aud FRA! genes<laoked
by BamHl—BamHl or Ban¡HI—B/gll resírjetion
sites, respectively. Tlucse PCR producís wcre
ligaleé wilh pCEM “<T vector(Pronuega)lo yielé
pGENO and pOFBAI plasmiés.Re Ban¡HI-
Ban,HI fragmenícarning ENO2 was excisedfi’orn
pGENO as wcIl as <he Sund-II-5/gil fragmení
compnising FBAI was obíaineé froní pCFBAI.
Eoih of <bern wene sabelonedmio tIte Sg/II siteof
plasnuidpSCl (a centrornerieYCplae33denivative
which eooiainsa SI c’ercnisicw suc’2 alelelha< laeks
its signalseqaenceas well as lite inilialor mellujon-
inc afler a Bv~/I 1 reslnjctiorusile) <o oblaiíu pENO2S
ané pl—RAS plasmiés.

Yccísf irciiisforincit¡cmn ¿mmmcl gron’d¡
Plasmiés eonlaioing fusion consírucis wei’c

transionmeéjo ~&c’c¡’cr.’isiac’ SSjO (MATa suc2A9
vo’a3—52 /cu2-3, — 112.) by lIte ijíhiuní acciate
mcl hod (lío cl uL , 1983). Tr=íosforutani 5 werc
selceleéluy growth oit SO mi]t irna1 mcdi uíít (067%
ycast oil rogen basewjtluout amino aciés,2% nlu—
cose) suppleíiicnted with tlíc ajupropniateaoiiíio
aciéu.. íransferreé <o solié sucrosemcdium (1 ‘21
ycasl exlrael. 2” u peptoíuc.2’t sxíerose,2% agar.
1 gg tuf atuimxci iu A per mi) aod gnowo ‘it ~8“C

RFSULTS

(~‘o//c.’cfion chic! uncíA‘vs 0/ piolcuiS scc’¡’cícd /
¡‘egea¿‘ial mg prof oplci.s ix

Qur approachlo sludyiog<he ccli wall proicios
of 5’. ¿‘cre ‘¡yac o as baseé on <he aoalysis tu f
prolcios secreteé liv r cgeocratíog pro oplasis.
¡ oil ial y, negeocal o” pi otopíasís secreteluía u y of
<lucir ccli wail conuponcuisnito <líe medium.These
mcludc símcl nral pi ote os, neniocielliii g ané

1urobablv cross—linkmiin eozvmes.Wc have set up
a metliod to obíain <he prolcios seereicé by
regeo eratjng p noiopíasís ti oderstí ji able coné iii o is
Ion aoalvsísant] jéeíuijhc=rijon.(elis wttrú inealcé

Copvrigiít : 999 loÁn Wiley & ~ Liii.
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(irow celíslo Inie log phaseai 28”C

+
30 rojo shiñ lo pre-tneairtíeolsolulion al 28”C

+
Obíainpí’oioplasis wilh Clrisíilasc~t~jo osíttotic síabilizer

+
Regenerationof pnotopiasts o MC mediiíot wilh 1 xi sorbilol for 2 h al 28”C

Ir
Rccovcroteéjurn wiíh secreledprolciosby centnifugalionandfiltralion

+
Concenirateby ultrafiltraijonaoci lyophilizatioo

Figure 1. Protocol for cnllectingproteinssecretedby rcgeíueratingprotoplasísof
SS corevixirse

with Clusulasetto obíain more litan 90% prolo-
plasts,aud Ihese wenc incubaled iii rcgencrating
conéi<ionslér 2 It lo allow lite seenelionof pulative
ccli waii componenis.Afier títis tinte, tIte nuediu¡tt
was recoveredané diluled several limes lo eiinui-
nale sorbilol. Sampieswerc liten coneentraledby
ultrafiltration and lyophilization (Figure 1). CeIl
tysis xvas conírolled by: (a) quantitalivedctcrmi-
nationof alkalincpitospitalase,bcing this enzyme
unécteciabiein lite sampies analyscd; ané (b)
Western blot aoalysis usiíug anlibodies agaiíust
yeast iibosomal proleins ané Secl4p, a soluble
cytoplasotic protein which itas prcviously been
useéas conirol for ccli lysis (Clevescl a/.., 1996).
Severaléilulions of a ccli exírací (Figure 2, lanes
1—8). togetherwith dilfeneol amountsof prolehus
secreledby pnoloplasts(Figure 2, lanesA aoci B)
weí~c cieciroptionesedatud inuntunodeteciedwitb
anti-Secl4p antibodies. Computer-assisledcoot-
panisou (Molecular Anaiyst software, Bio—Rad)
showcé<bat lIte inteítsity of banésjo lanesA ané

12345678A6

Figure 2. Western Olor zrnalys¡sof eclI extiacísand proicios
seeretedby proroplasisusing00 tihodies cigoinsí See1 4p. Severa)
dilutions of,, ccli exirací, correspooding1062 ~ i&. 31 z 1 cl.
12 x lO< 62 x 0<31 lO”. 12 x 1(1’. 6)5’ l0~ and
31 lii> broken celis (Iones 1~ 1, respectively)and difl’erent
amoimnis o> proleitis secreredhy piotoplosis (OrnesA ond O>
Wc re elee) tpO o resed,Olor <cd aíd ini ni u nocieleercd w iii aaIi —

Seci4p.

B (Figure 2) corresponded lo 12 x It)” ané
625 x i05 brokcn celis, rcspcctively.Taking Uno
acconní lite amouol of protein loaded, tite lotal
amouol of prolcio secreteéané lIte total onníber
of protopiasístísed,lite pereciutageof ccli ysis was
estimaled.TItis experimeulailowedus lo conciude
thai ccli lysis la lIte samplesof prolciassecreteé
by proloplasíspreparedas describeéaboxe, aoci
Ibus conlamination by iníraceilular protcins,
was lcss <han 01”. Sirnilar resulíswenc obtaioeé
when antibodiesagainsíycast ribosornal protcios
wcne used(dala not sltown). Furíberotone.Secl4p
could nol be detected oit a two—dirnensional
immuoobiotof pnotoplas<-secrctcéproleiíus (data
oot shown).

Frcsh ané rcgeoeratiog piotoplasís Mene
exarnineé by seaooiog ciecinon oteroseopy
(Figure 3). Freslt protoplastsappcaredas ronod
celis witlt a srnooiiu surface. buí wilh iní’egularly
disínibuledwriiukles. Clobtílan forns, correspoité-
iog to subsíaiteessecreleé by tite proíopiasts
(Miegevilie ané Mono, 1977). coulé rIso be
obsenveé.Aher 2 Ii of regerueration,protoplasis
Itad a ocí of <hiek fibnils irregulaniy disínibuied
íivcn tbeir sunfaces.

Pnoieins seeneteéby rcgeríerating 1=. ¿<rerísun’
proloplasís iít liquid oteéiuoswere separaicé bv
high ncsoiutirnu two—éinueosiooalciectrophoresis
usiogao imotobilizcé pH gradiení(Bjellqxist ci aL.
1993). Figure 4 sltows tite rnap of iluese proteiris.
wiiitio <he Mr 10 200k Oa aoci pl 35—9 expen—
inrenial wiitéow, whieh we’e visíralizetl bx silven
siaiitiost.A. boui 200 ltnt)teiiu SitoIs xvcrccieteciedoit

Copyr~ight •it’ 999 John Wiley & Sons. lid. >‘co<í 15, 439 4? (1999>
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títis mp using tite MELANJE Ji sofiware. Reso-
lulion was gooé ané <he lceitniquc xxas ltigluly
reproducible.Tite gels wene supenimposable,eveít
wltco samples front éiffeneoí expcniíuucruts were
useé.

1</entfu’atíon of pro/chis
Tite use of a novel ioaéiog inetitod 00 iPO jo

tIte finsí dinuensiotu(Sanchezcl aL. 1992) ailowed
higiter sairuple loadiiug, ané bence N-lcninioai
scqtreneiogof lIte ntostabuodaníbiolled pnoteios
couid be acítieved.Tite N-tenrninai sequcoceciata
oit selecledspols are suntmanizcdjo Table 1

Tite N-ícrrninal sequcoceéelcníttiocd for spot 1
could conresponélo lIte producís of iiue geites
EA

1OI ané ENO2. Compirniog tite expenimetutal
M n ané pl values wjtlt lite titeonclical values of
tluesetwo geneproducís,tIte spotwas ideitijited as
Eno2.Tite ideolilies of spots2 ané3 weíeassigned
éircctly to prolcios Hspl50 (subuoit Ji) tríté Bni2,
rcspectiveiy.‘fite N—teroti tal seclucocedcteníttiíteé
lot’ spots4 aítd 6 correspondedto tite YDR05Sxv
gene producí arté prote¡rt Ygp 1, respectively.
ailiuouglt síani iiug al positioít s 144 aité 148. Ibis

eould be éuc lo post-tnaoslalionalpnoeessirtg.as
occurs jo tIte caseof l-lspI 50 (Russoci aL, 1992).
Fon spo< 5, it was fol possibic lo dislinguisit
between lite two isocozymcs (‘l’élr2 ané 1’éh3),
sinee íIteir’ N-terminal sequcoceis idc¡tticai noé
ihein Mr artépl valuesare vcry similar.

Sioce identificalion of prolcio spois by uticro-
scqueocing requineé a considerablearnouot of
prolcin, wc uoderlooktite ideniilicalioo of known
81 ccrcrisiac ccli wali proleinsin tIte 20 paileroby
ímrnunoblolling witb polyelooal antibodies. TIte
iéentilieaiionsoblaineéin Ibis sludy are usted in
Table 1. AII anlibodies werc Iinst tesíed in one-
éintensioutalWesiernblois Lo clteck Lital tJte~’ were
indeed necognizing lite corrcspooéíngprolcio in
tIte sampie of proteios secreteéby negencraíing
protopiasís.

Anlibodies againsí lite SSA family recogitize
bolb Ssal anéSsa2; it is not knowo wbeíitcr tbey
also reací widt Ssa3anéSsa4,wbieiu are expressed
undersíress-induceécondilions.A ntajon ciuslenof
several spols was delecícéat 76 kOa; <bis was
assígneéto tite correspondingcluster jo lite gel.
XVc also assaycéantibodiesagairtstlite SSB fantily,
tbat neco<tnizeboilt SsbI ané Ssb2. One elusler
of spots was necogoizeéby Ibese notibodies. lIs
pattern otadeu easily recognizableitt lIte silven-
staíoeégel (Figure4).

Aulibodies againsí Cwpl, a k¡towít ccli walt
protein, <lié rtot recogítize aíty protejo iíu our
sample.wbile a proteiiu barué wasdelcelediít a ccii
extrací ané in 2-rnencaploetbaooi-cxtractedccii
wali prolcios (datanot sitowo). Títis piotein could
ite seeneledor exponledlo tite celí wali itt a laten
síage of ccli wail rcgeíuenatiotu.íttR N A leveis of
Cwpl itave reeeítllybeetreponedlo l?eak itt S/G2
pItase(Brul cf ¿¡1, 1991).

Antibodies naiseéagaiitstHkn 1, K:e9 antí Fío 1
proleuts wene also assayeé.witlu negativeresulis.
This was ítot sunpnisr¡ug. sirtee 1-1 kr 1 is a lype 1
nueíttbnaoeprolein (Yabect aL, 1996>. Kre9 is only
detecteéitt tite extnaeeiluia.ntttediuitt \vltelt ovcr—

¡‘noé uceé (Bnowit aíud Busscy. 1993) aíud Fío1 is
itot produced jo ooo-floecuieitt straiius (Bidaré
e/aL, 1995).

Antibodiesagaiosl Gas1, a CPI-aíteitoieépro-
teiíu localizedjo lIte plasmamembraite.necogruizeé
a sireak in tIte acidie part of lIte bidjrneosioital
biol. iodicatiítg <be ¡‘neseruce of titis prolcio on
aitotluer nteotbcr of tite Gas iirituily jo lIte

iurotoplast-sccretedproleiíts(Caro cm ¿mL. 1997). 1 ru
reccítí wor’k wc itave ideotjireé titis st íeak ¿is Cas3
(Nl. Paréo, nrítpubu siteé restílts).

• 1

F¡gure 3. Seaoniortcícetroir nticroseopyof protoplasís of 5.
<ú ‘i,si¿,c. lA) l~reshproroplasís. IB) Proropíast s citer 2 h i o
regeoeratingconditions. Bar corresponds<o 1 pnv

t ~ps’r¡ul~l 1999 John Wiley SS Sons. ltd. K’o.# 15. 459 4W 1999)
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Figure 4. Two-dintension<rl silver-st<rioed ínap of protejos secreiedby 8. ¿crcrns,¿,c
identified protciosare shown.*Spoí recognizedOy polyelonalantihodiesagainstCasip.

Glurosylafion of protcins secreted br rcgenerating
prof aplasts

Sonte celí waiI ntannoproleins Itave recentíy
been shown lo conlain a pitospitodiester-linked
side-chainof ~3-i,6-Iinkeéresiduesby witicit tbese
proleins are allacited lo <he ¡3-1.3-glucan malnix
(Kaplcyn et aL, 1994, 1995, 1996; Monlijo cf ¿mL.
1994). We invesligaled Ihe gtucosyiationof tite
prolcios secreledby regerueratingprolopiastsusiíug
poiycíonai affinily-punifieé arrli-¡3- 1 ,3-glucan ané
aoli-¡3- 1 ,6-glueanantisena.¡3-u ,6-glucao-cootaioiog
material was delcelcéas fainí baoésat 160 kOa
attd al lIte lop of lIte filter, far aboye 250 kOa
(Figure 5, lane é). TItis indicales tluat sorne
pnoteios secreteé by protopiasíswilitin 2 it of
rcgencnatioít are ¡3-1 ,6-giucosyialed.Zyrnoiyase-
exíracledccli wail pnoteios(Figure 5, lanee) wenc
useé as a positive coíttnoi becauselbey canny a

— ¡EF

PI
protoplasís regeoeratiogthcir ecli xvall.

earbohydrateside-chain coolaioing ¡3-u .6-iirtkeé
giucoseresidues(Monlijn cf aL, 1994).TIte ¡3-1,3-
glucanaoliserumalso delecleda faittt banéaboye
250 kDa. Titis bauddisappcarcdwheit conupetilive
Wcslern anaiysiswitb 200 ¡¡xi laouinario (a 1 .3-¡3-
glucose polyrttcr) was carried oul (dala íuot
sltown). Someof tite proleins secreledby regerter-
aling protopiasts <bus scern to be ¡3-1.3-
giucosylated. However, neititer of Ihese lwo
nualcnials was detecledin lwo-éimcnsionaiblois.
probably due lo lIte vcny iow aotount preseníin
<he sartupie.

Genctic study of t/¡c cxport of Eno2 ¿¡mmd E/ra] to
tIme cdl suri¿¡ce

Aitbouglu tite
zynues in tIte eclI
ongaítisítts Itas

prescoceof sonte gíycoixtic en-
waIi or sunfaceof somute micro-

beeíu pncviously reporteé (see

¡ i ¡

4 4.5 5 5.5 6 6.5 7 8 9

t.:opyrighr U 999 John Wiley & Sons. Lid. Yú
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lable 1 . ideo i i ficaijo O of prole ns sceietediuy SI ¿‘cityMido regenenalj ng pit~it>pIasis by
N . erítti nal scqucnciog aité i ot ou unoblo>iiog xvil It poiyclooalaolibodies.

Spoi
no.

Mn
(kDa) pl N —lerituion 1 sequcítee

imoturto—
identilicaijon

Proicíit
nante

1 43 569 AVSKVYARSV Eoo2
2 150 472 AAXQIGDC/LQV HspISO
3 35 421 iGFLXxxxXK/VN/DN/DxG/DTXK Bgl2
4 123 56 SiIKSPVETVS YDROSSw
5 36 662 VRVAJNCFCRI Tdb2-3
6 58 422 FSIiFDTEKPIV Ygpl
7 76 463—467 o.d* + Ssal,2(34)
8 71 490-502 od + Ssbl.2
9 39 554 CVEQIiKXKTG Ebal

it) 55, 42 423—427 oil + Exgl
II 126 41—46 od + Gast

*nt noÉ delermined;tspol recogoizedby polvelonalanlibodiesagainsíGasIp.

discussion),lIte iioéing of soíttc of <beseeozyrnes
íit tite prolcins secreteéby negeoenaiiogpnoíoplasts
icé uslo cbeckIbeir aitiliíy lo neacb<be ccli surface
itt 5 cerevisicme. For ibat purpose,art iítlraceiltrlan
fonouof S. ccrcr’Ls’iac joverlasewasuseéasreporten
gene. Tite SUC2 gene of ycasl encodes <wo

ab Cd

kDa

- 250

-160

-107

-77

-52

-35

-30

-25

Fignie 5. Weslern blol sliowiiigglueosylatioo or pi olelos
secretedhy 8. ee’r<’os¿oe’ regerieratingprotoplasis.Lanea. ecli
exírael; Jane b. Si)S—exiracíed ecli ev,rII proteine lame e.
Lymolyase—ex1 roe[ccleclI ~x:nIIp elcii rs: lono d. protcios seereíecl
by rcgeneraling proloplosis. St’n¡plcs weie a’’:rlyseel 050%!

trllií,iíy—
1ít¡rilied ai~íi—fI<— 1 (‘—gleíeaií rnlíseroni.

éiffereoíiy negulaleé nuRNAs. The Urgen RNA
cocodesa secreteé.glycosylatedfornt of iruvertase
wbiic tite smalicn RNA encodesno irtínaceiluiar.
ooít—giyeosylalcd fonou (Canlsoo cl aL. 1983).
Iruvertase secretioíu into penipiasotiespace is re—
q uire<l ¡‘or gnow’rIt oit suerose as sole
sourcc, arud tberefone.suc2 muiaots(5’. ¿‘ercvis’i¿mc
sinain SS10) are nol able lo grow under tbese
conditioos.pENO2Sairé pEBA IS plasíttiéscanny
LWO2arté FRA! genesfriseé iít frantewitlt a suc2
nilele xx’itiuout sigoal peptíde(wbiclu is. titerdone.
uruabie lo be secrelcd arté reotairus itt tnaceiluíani
pENO2S ané iuFBA 15 wenc lnaosfoníuteéjoto .5.
<ccc vis/oc SSu O a tui iru botlu cases1ra usforrttattu
wenc tibie lo gnow oit sirenoseshowiíug <iuat iltese
iwo proteirus are aLic to dinecí tite s¿mc2 irtíraccí1 u —

lar a leíe oulsidetite plasmaitucitubra te (Figure 6).
TIte 1urcsenccof tite luybnid proteins at tIte ccli
sunface was ruoi éue to ccli ixsis, sirtee eclís

Control O pSC1

pENO2S fl pFBA1S

hgore 6 <. o¡oplemenlatioiioF SI e~c’i~t’osio’’ <oc? str:rins witb
díflereot “ene eonslruetions.Sl¡a¡ií SSO> (.o,c2¡I9> ‘vas ryons—
onoto,] a tít ILe toleáred pltrsmids. srreoked otilo

iueel¡nro <see Nl reí ial :roel Mcllíoels) :¡od iiícobaíedliv 3 cl:,vs
ir 28’( t ornOol ,nciie:,res a ceníromerieplosraid earry¡netOe
svílei-rxpu 5t <‘ “eme.

TI
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transforrncd wilit pSC1, which carnes lite .su¿.’2
aliele alone, coul<l oot gnow under tIte sarne
condilions.

OISCUSSION

The fungal ccli wail is a veny imponlaot sínucture
responsiblefor cellularsitapeand celiularinlcgnily
anéit also acisas a filter, permillingIhe passagcof
some moleculeswitilc cxcluding oiiters. II is also
invoived in odien imporlant processcssuch as
flocculalion anéinfccliousncss.Since Ihis síruclure
is absenífrom mammaliancelis, tite fríngal ccli
wail seenuslo be a good targel in tite dcveioprnenl
of selectiveanlifungal drugs. TIte compiclion of
tite S. cerevísiacgenomesequence(Coffeau, 1996)
as wcli as tite similanily in ccli wail consíruclionin
Ascomyceies,ineiudingmed¡caliy importaní fungi
suchas Gandidaalbic’an.r anéAspergillus/urnigalus
(Brul cm aL, 1997; Chaifin cm aL, 1998; Kapleyn
cm aL, 1994), nendenstitis yeast an oplinral candi-
dale fon ccli wall studics. It is estirnalcé lital
seyeral bundred geoes are ioyoix’ed in ccli wali
construclion. íncluéíng sonte newiy discovered
ORFs. Tite Ccii WaiI Node of lite EUROFAN
(Furopean Funclional Anaiysis) prograrnme rs
currently earnyingout diffenent scncenslo idcnlify
genesinvolveé in ccli wali syniitesisaoé morpito-
genesis.One of Ibesesenceosinvoives tite sludy of
tite proleins secreteéby negencralingproloplasís
by means of higb resolulion two-dimeosional
ciccíropbonesis.as descnibeéitere.

Eiimioatioo of lite yeasl ccii wali by enzymatic
digeslionjo an isotonierneéium,foilowcd by incu-
italion in negeoenalingcooéitioos, resulís in tite
secretionof íuuoucrouspnoleins mio lite mediuní
ané aclive regencrationof lite ccli wali (Klis,
1994). Titese secreteéproicios couid be síructunal
prolcins as well as rernodeliing ané pnobably
cnoss-linkingeozymes.The use of protopiasíslo
sttíéy ccii wall proicios aliows probienusoonmaliy
encounlered¡o ccii wail prolcios extractionpro-
cedures<o be ovencoouc:(a) <lic proleins secreteé
during ihe finst itouns ane nol retained in lite
naseeníccii wall, but nemain in lIte meéium.
TItus, it is oot occessanyto earry out citenuical
on eozymatic exínactiorus, wbicb couié modify
sucb proteirus ¡it 5OitiC way; (it) cbenricaliy or
enzyituatícaliy-extraclc<l ccii valí pnoteins canny
gí jean a¡u<l ciuitirt side—citajos, wiuieiu itantpens
Ibeir nesoiulioíu by elecíropitonesisajud subsequerut
ideoí¡fieaiiort. 1 it aédiliort, mosí of lite genes

invoived ¡o ccii wall synthcsis are being itighiy
expresscd.Summiog up, tIte study of proteins
secreteéby rcgencralingprolopiasíscoulé give
useful information aboul ccli waii biosynlbesis.

Wc itave set up a melbod (Figure 1) lo obtaio
tite protcins secreteéby regeneratingprotopiasís
(Figure 3) under suilabie conditions fon aoaivsis
anéidentiflealion.Tbeseproieinswercanalyscdby
íwo-dimensionalgel elecíropitoresisanéa map of
tite proteinsseereledwas oblained(Figure4).

Wc itave identifleé differenl prolcins by Edman
degradation or by inumunoblol analysis. Titese
pnotcinscan be included in differeol groups: (a)
prolcios involved in ccii wali construclion;(b) beni
shockpnoteins;ané(e) otiter proleins.

Protein.v involved iii ccli wa// construction
Two giycopnotcinswitlr enzymatieaetivity, Bgi2

aod Exgi, wenedeteeled.Bg12 waspreseníjo Itigh
amounls in tite prolcins secreteéby protoplasis.
possibiy suggesling its imporlanee in ccli wall
biogenesis.TItis prolein¡San enclo-¡3-l,3-giucaoase
thaI may piay a role in ccii expansionéuriog
gnowtit, in maling ané in spore release(Klebl
aod Tanoer, 1989). Coidman cm aL (1995) pro-
posedlItat it conid Itave l,3-¡3-glucosyiiransfenasc
aclivily. Fxgi is an exo-j3-l,3-glucaoasc(Vazquez
dc Aldanacf aL, 1991) <bat Itas beenimplicateéin
ccli wail ¡3-glucanassembly(Cid cm aL, 1995; fiarte
el aL, 1995).

lnleresiingly, anlibodiesagaiost Casi a gixco-
protein conlaininga (iPI-anchonfor plasmanuent-
braneailaebrnenl(Nuoffenel aL, 1991;Raitu cm <mL.
1995; Vai cm aL, 1991), detecteda Casi itoruto-
logue. Witit tIte complele genorneof .5’. ccrcr¡smcmc
sequencc<l,four Itomologues of titis protein Itztxe
beco described(Casi—Cas5).Recen<ly,tite imouu-
nodelectedspoíItas beenidentified as Cas3. TItis
protein does nol contain a dibasie resiéue
N-tcrormnal lo tite u-site fon GFi-attacitmeoL as
Itas beco suggested for ccii waii OPI-protejos
(Cano cm aL, 1997).

lo lIte preseotstud. we itave also detecteda
itilberto unknown protein, lite producíencodedby
YORO55w (Brandt cl aL. 1996). TItis pnoteirt
sltows simiianily <o ouernbcrsof tire Sps2 familv
(Caro cf ¿mL. 1997). 1< is a typicai glucaoase-
extractableccii wail prolein, niclu ¡o serme arté
llureonote, antí itas a pLitative CPI-a<laeltmeiut
sígoal. it aiso itas itt rl tiple poteittial sites fon
N—glycosylalioo. Titis prolein rutusí Lliudengo post-
<nansiatiorualmodifications sirree its experimental
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Mr is mtachlt¡giten titan tite predictedxveigltt. Tite
N-lenmioai sequciucedelermined by us starteéal
posilion 144 aoci Iberefonetite pttlalive precursor
wouid conlain an N-lcnminai exíendeépeplide
dial musí be eleaved off duning lite proeessof
protein exteroaiizaíioo.

.lJc¿¡í s/¡oc/< /JPoleimlS(iIsp.r)

Hsps belong¡og lo lwo faituilies were deleeleé:
Pm pnoteins(Pinl/Hspl5O/Pir3) aité Hsp7Os. Tite
heal sitock responseis one of tIte mosí consenveé
atíribules of iiv¡og ongaoismsaioog evoiution.
Hsps itave beco implicateé iii lite protection ajud
damage repair of celis uoder stresscoodilioos
(Magen anéVarela, 1993). The presenceof Ibese
protcins¡n our sampleswasool surpr¡singbecause
protopiasís are ItigItly stresscd celis. Hspl5O
(Russoet aL, 1992) was tite major spol in our
sampiesané Iherefore seemslo piay an impor<-
ant role in allowing ccli wall regenerationby
protoplasís.

Proleinsof tite HsplO famiiy wcne also <lelected
(Ssai.2 ané Ssbi,2). Titese Itaye beco implicaicé
itt prolein foldiog arté tIte transiocationof pro-
lerns across menubrarues (Craig ci ¿iL , 1993;
Ceorgopoulosané Weieit, 1993). Tbey do not
have a signal sequenceané Iheir localization
was originally lItougItl lo be resir¡ctcdlo ibe ccli
inlerior. Recenliy, Lépez-Ribot aud coileagues
(Lopez-Ribol ci ¿4, i996a; Lopez-Ribol ané
Chaffin, i996b) Itave sitown jo both .5. c’crcvisiac
anéCi? a/bicans Ibal sorneprolcirus beiongiogto tIte
llspíO family (SsaipanéSsa2p)are also preseolio
lIte ccli wail, anébavesuggestcéIbal sueitproteirus
rnighl piay a role jo lIte overalí processof tite
biosyntitesis,secretioo,aoé asseoublyof ccii waii
eooupooents,aodalso jo tite geocralionof lIte ccii
wali síruclune. Our resuits are jo agreemeolwitb
litese findiogs. lo our saoupics we wcre abie lo
detecí nol oniy Ssa1 ané Ssa2. buí also Ssb1 a¡té
Ssb2(Figure4).

Olber proíc¡ns
Wc bavealso ideotilicéIbreegiycolytic enzymes:

Fno2 (enolase), Ebal (fructose itipitospbale
aldolase)ané‘idIt2-3 (glyeenaidehyée-3-pluospbalc
éeityérogeoase).TIte preseruceof ibis type of pro-
teirus ja tite ccii surfaceof sevenalituicro—orgartisitus
Itas beco desenibedprcviousiy. Oiffere¡ut gnoups
irave reporteé tite prescoceof enolase jo tite
ccli wali of Ci’. cmlbic¿¡ns (Artgioleil a cl aL, 1996;
Enoles cf ¿mL, 1997). (uiveeraiécbydc-3-piuospltale

deitydrtugertase itas beeru reporteti as a atajon
surfaceproíeiíu jo grotrp A síreplococci (Pa¡ucboii
ané F¡sebetti, 1992) aoé ¡s also preseot ja tite
G. a/hñymns ccii wail (Gil—Navarro cf ¿mL. 1997;
Cazalbo cl ¿¡1., 1998y la Kluvveroniyccs niarxr—
anas, tite sante eozyme itas beco identifleé as a
corustilulive protejo of tite ccli waIi ( 1—enitarudes
cf aL, 1992). OtIter glyeoiylic enzyoues,sucb as
3-phospbogiyceratekituase or alcoitol éeiuyéro-
genase,hax<c also becostrggesledlo be presertíoit
lite surface of C. a/bic¿mns(Aiiousb ci ¿mL. 1997;
PcíudrakatudKiotz, 1995). Howevcr.otiter autiuors
itave shown tItal lIte ccii waii of U ¿m/bicansineor
poraleé exogcnously acided prolcius aíud tbey
poiíuled out <tal enolase.Hsp7Op airé otiter cyto-
plasmie proteluscouid be fouud in lite ccli walt as
a resuil of ccii lysis or aoy otber uokoow]u ouecit-
amsnt(Eroles cm aL, 1997). Aititougb we cao not
exciude absoluleiylIte possibiiiíy of sonte leakage
of cytopiasrtuicprolcios ocetrrniog(iess titaít 01<21),
lIte resulís oblained witlt tite fusioít prolcios
(Eoo2p on Fbaip witb iovertase)sitowcd for lIte
Irnst lirute aiud using a ge]uctic apprtaelutluat lwo
ciassicalcvtoplasnuícpnoteiits are abie tú neaelt 5
c.’crcvisi¿w peripiastutiespacc.1’urtltcnituone, wc have
demonstratedIbal titis is ¡to< doc lo ccii iysis. siruee
celis carnyiitg tIte s¡¡¿’2 afiele witltout aity peptideon
protein éirectingits export tú lite ccli strnfaceeouié
itol gnow on sueroseas a sole ctrrboiu sourcc
(Figure 6, pSCI). lo adéition,wc bave<liscanécé
lite possibilily tItal lite fusion proieins exporí
otigití be duc to tite iuigh expression of diese
giyeoiitie enzymcs(NorbeckanéBlomberg. 1997)
because a deleteé versioit of Eoo2p—invertase
fusion protein.iackingpart of tIte cuolasesequcoce
batsilil bearingtite pi’oíuuoler regiúlt, ‘5 iuot LIbIC 10
contplement a 5 ¿‘cccr’isi¿mc su¿’2 ouutaití téata it ot
sltowrt). Noite of tbese glycolyiic proteirus itas a
cotuventiortalN-teriutirtal sigítal sequertee.as occuns
in tite caseof Ssa arud Ssb prolcios. wluiciu wouié
suggcsta uoo—convc¡utrooalsecretorypatitway fon
iheseproteirus. Suelt a éistiíuc<patltwayfon prolciít
exportItas. ñu fact. alreaéybecodescribeéiíu yeast
(Clevescm aL, 1996). lo eceiut neyiewslluese glyco—
lytic eiuzvruteshavebeeit iruciudeé aotoitg ccli wail
proleirus (Citafito ct ~4, 1998; Martinez cm aL
1998). A possibie role Ion lbent bu lite ccli waii
síuoulé be i luk’eS<i cateé i tu fui ni re researelu.

CONCI LISION

lite useof 21) ciectropluonesislo studyputalive ccii
wali piole os secreteéby negeoenaliíugprotopiasis
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affords an integraled view of lite ouaoy genes
cxpresscdduning ccli wall negeneration. II was
possible<o ideotify differcnt typesof proteirus,sueh
as lypical ccii wall proteins (síructural or/ané
eozymatic proicins) togeiher with odien proteios
possiblyinvoived in the ovenailproccssof ccii waii
biosynlFresis.Furthen identification by massspee-
tnomclry of moreprolcius secreteéby regenenatiog
protoplasísis underway. A 2D refcrenccmap of
prolciussecreteéby proloplasíscould be a powcr-
ful tooi fon funetionalanalysisof ccli walt mutants.
Contpanisonof mapsof mulanís witit a reference
rnapsitoulé afloré informationaboutlite differenl
conseqtreneesIbM genedeletion may elícil in ccii
wail cooslrucl¡orr. la adéilion, Wc are curnenlly
implementing tite jcleotiljcatjon of <he proteios
secreledby protopiasísof C. albicans, rnakinguse
of lite ícchniqucs lucre deseribed.Sucit síudícs
could shed furíher ligití on new largels for tite
éevelopmentof antifuogal dnugs.
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Two-dimens¡onal gel electraphoresis as analytical
tool for identifying Candida alb¡cans immunogenic
proteins

Thrs paper reporls Ihe usefulness of two-dimensional gel electropluoresis foilowed by
Weslern blotting witlu seta from patienís with systemic candidiasis ¡o Ihe identification
of tIte major Candida albicans antigeos. In order lo have diflerení patterns of protein
expression and suboellular localization, three types of protein preparaticos were ob-
lamed: cytoplasmic extracís, prolopiasí lysates and proteins secreted by protoplasís
regenerating their celí waIl. Titese proteins were separated by ttiglu-resolution two-di-
mensional electrophoresis using ao irnmobilized pH gradiení. Weslern blotting with
sera from patients with systemic candidiasis allowed Ihe detection of more Ihan 18 im-
munoreactive proteins. Sorne of titese proteins had different isoforms. Ah seta reacted
witit at leasí tiuree C. afbicans proteins and the mosí reactive serum detected up lo
eleven proteins. Sorne of Ihese aotigens, e.g., enolase and glyceraldehyde-3-phos-
pitale deitydrogenase (GAPDH), luave been idenlified on tite 2-O map. The mosí reac-
tive proteins were enolase and a 34 kDa protein o tite acidic part of Ihe gel (pl 4—4.4)
lhat was only detected >0 regenerating protoplast-secreted proteins. Tite identificatioíu
of alí titese antigeos would be useful for tite development of diagnostie sírategies.

Keywords: Candida albicans 1 Proteins ¡ Two-dimensional polyacrylamide ge> electropitoresis ¡
Antigeos ¡ lmmune response l Candidiasis ¡ lmmune sera EL 3360

1 Introduction

TIte dirnorphic fungus Candida albicans is both a com-
mensal and a human pathogen and is Ihe mosí common
cause of opportunistic fungal diseases. C. Mb/caos infec-
tions have increased dramatically during Ihe last two dec-
ades due lo several predisposing factors sucit as immu-
nosuppressive, cytotoxic and antibiotic lreatments, long-
term catiteterization and longer survival of immunoiogical-
y compromised individuals. Candidiasis can lake many
forms, ranging from asymptomatic colonizalion, through
superficial mucocutaneous infeclions, lo disseminated
systemic disease, oflen wilh multiple organ involvemení
[1—31.To understand Ihe pathogenicity and clinical impací
of C. albicans, it is importaní lo have knowledge of tite
host-fungus interaction. Hosí defense mecitaoisms
againsí C. Mb/caos infeclions are higitiy complex and sev-
eral sludies have demoostrated lite essenlial role of
phagocytic celís, celí-mediated irnmunity, and even hu-
moral immune responses o Ihe resolution of C. albicans
infections <4—6]. The imporlance of Ihe cellular or humoral
immune response seems lo depeod 00 Ihe type of infec-
tioo. Tite higit incideoce of mucosa> candidiasis o ¡odivid-
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uals with deficiencies o celí-mediated immunity (CMI)
empitasizes tite important role of CMI it proteclion
againsí C. a/b/cans mucosal infections [7]. By cootrast,
antibodies probably play an importaní part jo Ihe defeose
of tite hosí againsí disseminaled candidiasis [8]. Cespite
titis, Ihe role of anlibodies in resistance lo candidiasis is
st»> poor>y understood and deeper insigití mío Ihe humoral
immune response to C. afb/cans would be useful oot only
for tite developmenl of diagnoslie strategies buí also br
alternative forms of Irealmení of candidiasis [4].Several
immunogenic C. albicans proleios have alreadsm been
identified: heal s>uock proteins <Hsp9O, Hsp7O), enolase,
glycolylic enzymes and asparlyl proteinases 19—161. AII
titese works are analyzed o an excellení review [17].An-
other importaní issue is the diagnosis of systemic candi-
diasis. lmmunological tests are lacking jo sufliciení specif-
city and/or sensitivily, and do nol permil a distinclion
helween colonization and disseminated ofeclion 118—20].
it would t¡uerefore be of great use to Itave simple aod sen-
sitive tests. lo ligití of alí lite aboye, the detection and
identificalion of C. albicaosimmunogenic proteins would
be valuable.

Two-dimensiona[ polyacrylamide gel elecíropitoresis (2-O
PACE) appears lo be a useful tool lot tite aoalysis of
complex mixlures of proteios. This lechnique, origina)ly
described by OFarreil 121] separales proteisus 00 tIte
basis of their differeoces o isoeleclric poiní <p~ o Ihe firsí
dimension and apparent molecular mass o tite second
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dimension. Over tite iast few years, with tite advent of
commercially manufactured immobilized pH gradienís
(IPGs) [22)titis rnethodology has been greatly improved.
After separation, proteo identification cao be achieved jo
rnany ways, such as tturough specific anlibodies, by com-
parison of two-dimeosional gel positions, Edman degra-
dation, arualysis of amino acid composiliorí aná, more re-
cently, mass spectrometry. Owing to tite need lo ¡deolify
O. albicans antigens, we have combined itere 2-O PACE
with Western blotting witlu seta from patienís witit systern-
ic candidiasis. With titis approacit, many immuooreactive
proteins were detected and sorne were identified. lo tite
presení report, we show tite usefulness of tris integrated
strategy lot the identification of O. albicans antigeos.

2 Materlals and methods

2.1 Organism, growth conditions and sample
preparation

O. a/bicans sírain 505314 (a clinical isolate) [23] was
used because it is a retereoce sírain used by rnaoy re-
searchers and mosí viruleoce studies have been carried
out witit disruptan? mutanís jo titis geoe<ic background
[241.This sírain was maintained 00 solid YED medium
(1% w/v o-glucose, 1% w/v Difco yeast extrací and 2%
w/v agar) aod incubated at 3000 for at least 2 days. Three
diflerení types of samples were oblained: cytoplasmic ex-
tracís, protoplast ysates, aod proteins secreted by proto-
plasts.

2.1.1 Cytoplasmic extracts

O. albicans celís were grown jo liquid YED medium al
3000 up to an optical density of 4 at 600 orn. Yeast celis
(10~> were pelleted by centrifugation aod wasited once
witit ce-colé water. Tite ce» pellel was resuspended jo
200 itt of lysis buffer (50 mr~ Tris-HOI, pH 7.5, 1 m~
EDTA, 150 mr~i NaCí, 1 mr,i OiT, 0.5 m~ PMSE and 5 ¡¡g/
mL of leupeptiru, pepstatin and antipain>. An equal volume
of 0.5 rnm diameter glass beads was added to tite celí
suspension. Leus were vortexed lot 1 mio and ceoled 00

ce lot 1 mio. This procedure was repeated until at least
80% of lite celis luad been lysed as delernuined by pitase-
cootrast microscopic examination. Atter tite beads itad
seltíed, tite celí extracís were Iransíerred lo olluer tubes
aod ceotrifuged for 15 mio at 13000 rpm. Supernatants
were again transierred fo otiter tubes, centrifuged once

again aod slored at —20”C.

2.1.2 Protoplast lysates

Celíswere grown >0 liquid nEO medium at 2800 up to an
optical density of 4 at 600 orn, harvested aod wasited

once witit water. Celís (1—2 >< ítV celís/nuL) were titen jo-
cubated jo a pretreatrnent solution (10 mM Tris-HO>, pH 9,
5 mti EDTA, 1% y/y 2-mercaptoethano¡) at 2800 witit
sitaking at 80 rpm for 30 mio. After washiog witit 1 Msorbi-
tol, titey were resuspended ¡o 1 M sorbitol up to a density
of 5 X 10~ ceils/rnL. Titirty xUrnL Glusulase (Du Poní>
was added. Celís were liten incubated wi<it genlie sitaking
until more titan 90 were protoplasts [251,witich were titeo
pelleted by geolle ceotrifugation (600 >< g). Protoplasís
were wasited titree times witit 1 Msorbitol by gently swiri-

¡ng iquid across tite surface of tite pellet, to eliminate aoy
trace of Glusulase. Tite ceil pellel was resuspended o
200 pL of lysis buffet, vortexed for 1 mio and cooled on
ce br 1 mm. Titis suspeosion was centrifuged for 15 mm
al 13000 rpm. Superruatanis were again transíerred lo
otiter tubes and centrifuged. The supernatanís were kepí
al~20oC.

2.1.3 Proteins secreted by protoplasta

Pro<eins secreteé by protoplasts were obtained as previ-
ously described [26]. Briefly, protoplasts obtained as
aboye were induced to regenerale tite celí walls jo Lee
medium [271containing 1 M sorbitol as osmotic stabi>izer
al 2800, wilit gentle sitaking. Afler a 2 it incubaliorí, celis
were pelleted at 600 >< g and tite medium was filtered
titrougit a 0.22 ¡¡m pote size afler tite adéition of protease
initibitors: 0.1 rnM pitenylmetitylsulfonyl fluoride (PMSF;
Fluka, Bucits, Switzerland), 2 ¡¡g/mL leupetiru alud ant-
pain, and 1 gg/mL pepstatio A (Sigma, St. Louis, MO,
USA>. Tite mediunu was corucenírated by u!trafiltration
ng a pore size of 10000 Da (Diaflo; Amicon, Witten, Ser-
maoy) diluted witlu water, concentrated a lurliter litree
times and lyopitihzed. Gel! lysis was controlled by quantí-
tative determination of alkalioe pitospitatase [28).Protein
quantitation was performed by tite Bradford assay [291.

2.2 Two-dimens¡onal gel electrophores¡s

Two-dimensiooal electropitoresis was performed using
an PC system, as described tuy Bje!lqvist et mt. [303.lm-
mobiline 0w Strips (pH 3—10 NL, 18cm long; Pitarmacia,
Uppsata, Sweden) were reitydrated overoiglul o 8 u urea,
2% w/v CHAPS, 10 míe dititioerytitritol (OTE), 0.8% y/y

Resolytes (Pluanuua>yte pH 3—10; Pitarmacia) and a trace
of brornophenol blue. Samples <approximate!y 200 pg of
protein) were resuspended in sample bufler (8 ti urea, 4%
w/v CHAPO, 40 mu Tris, 65 mii OTE, bromopitenol blue)
aod loaded for tite firsí dirneosion. Isoelectrie Iocusing
was carneé out 00 a Multipitor II electropitoresis unit
(Pitarmacia) al 1500 witit tite following program: 0—500V
jo 1 mio, 500V br 5 it. 500—3500 Vio Bit, and 3500V fon
12.5 it (total 56250 Vh). After focusing, PS strips were
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equilibnated br 12 mm >0 50 m~ Tris-HO>, pH 6.8, 6 M

urea, 30% y/y glyceroi, 2% w/v SOS, 2% w/v OTE, ané
fon 5 mm in 50 mM Tnis-HCI, pH 6.8, 6 M urea, 30% y/y

glycerol, 2% w/v SOS, 2.5% w/v odoacetamide, ané a
trace of bromopitenol blue, ané were loaded onto a siab
gel with a 0.5% w/v agarose solution ¡o Laemrnii buffer
[311.Tite secood-dirnensiooal tun (SOS-PACE) was
carneé out on itomogeneous running gels (10%T) wititout
a stacking gel. Piperazine éiacnylamide (1.6%C) was
used as cross-linker. Electropitoresis was conducted
al 40 mA/gel constaní cunrení for 5 it o a Protean II ce»
(Bio-Rad, R¡citmond, CA, USA). Analyticai gels were sil-
ver-síairued according lo Menril el aL [32) with tite Bio-Rad
Silver Stamn Kit. Eleclropiterogram images were oblained
witit tite GS-690 Imaging Densitorneter and pnocessed
witit tite Melanie II software (Bio-Rad). Mr ané p/ values

estimated using interoal 2-O SOS-PACE standarés
(Bio-Rad).

2.3 Human sera samples
Six seta from patieots witit culture-confirmed dissemioat-
ed O. albicans irufeclion were used. Five of tite patients
itad iternatologic tumona: leukemias (sena number 2, 3
ané 5) or mielodysplastic syndnomes (sera number 1 ané
6). Ooe serurn (number 4) was frorn a patient witit a
tumor. Eour sera from itealtity subjects wene used as con-
trola

3.1 Collection of different C. alb¡cans protein
preparations: cytoplasmic extracta,
prateins secreted by protoplasts and
protoplast lysates

In order lo identify several O. albicans anligeos, we ob-
tained different O. albicansprolein preparat¡oos. Finsí, we
collected a typical crude extrací containiog mainly cyto-
plasmic pnote¡ns (cytoplasrnic exínací). in titis type of
preparalion, celí wails were removed by centrifugation, al-
titougit some soluble ce» wall proteins may also itave
beeo presení. Sioce tite yeast celí wall is tite síructure
tital mediales tite initial níeraction betweeo tite rnicroor-
ganism ané tite host, we employed a previously describeé
approacit used witit Sacaba romyces cerevisiae [261.Titis
is based on tite analysis of proteins secreted by regener-
ating protoplasís. lnitially, regenerating protoplasís se-
crete maoy of titeir cel> wall componenís into tite meéium.
lo tite case of O. albicans, celís were treated witit Clusu-
ase lo oblain more titan 90% proloplasís, ané litese wene
incubated under regeneratiog cooditions fon 2 it lo al>ow
tite secretion of putative ce» wall cornponeots. Because
remoyal of lite yeast celí wall is a stressful cooditioo fon
tite celís, crude extracís from celís wititout ítem ce» wall
were sIso obtained (prolopiasí lysates). Titis allowed us
to compare soluble cytoplasmic proteios witit prolejos se-
creted by protoplasís fnorn yeast celis under tite same
stnessful conditions.

2.4 Immunoblot analysis

Aflen tite samples itad been subjected lo analytical 2-O
PASE, tite gels were electroblotíed onto nitrocellulose
menubranes in Towbin buHen al 50 mA overnigitt [33).
BloIs were processed foilowing standard protocois l3~l-
Monoclonal antibody A2C7 (ATCC) againsí C. albicans
enolase (Eno; dilution 1:6000) was useé fon immuoode~
tection. Poiyclonal anlibodies against O. a/bicans Hsp7O
(dilution 1:10 000), C. alb/cansendoglucanase (6g12; diiu-
1100 1:5000> ané Saccharomyces cerevisiae glyceralde-
ityde-3-pluospitate dehydnogenase (SAPDH; dilution
1:10 000) were used fon immunodelection. Humao seta
were diluted 1:50 or 1:100. lrnmunoreactive spots were
detected using itorseradisit peroxidase-labeled ant>-
mouse, anti-rabbit or anti-ituman lgSs (depending 00 tite
f¡nst antibody used) andan enitanced citemiluminescence
detection system (ECL; Amersitam, Uppsala, Sweden>.

3 Results and discuasion

Titis study isa preliminary step o tite determination of tite
usetulness of 2-O PASE fon definiog imrnunogenic pro-
teins tital induce antibody production tu patienís witit sys-
temic candidiasis. Below we report tite resulís corre-
sponding lo tite differeot pitases involved.

3.2 Twa-dimensional protein maps of
C. alblcans

O. a/bicansproteins frorn tite titree diffenent preparations
were separated by itigit-resolutioo two-dimeosiooa> elee-
tropitonesis using an immobiiized pH gradiení [30]. Six
gels (titree dilferení experirneots cannied out in duplicate)
of eacit type of sample were tun. Figures 1, 2 ané 3 sitow
tite maps of titese proteins, o tite M, 10—200 kOa ané
p/ 3.5—9 experimental window, witicit were yisualized by
silven staining. Figure 1 sitows tite 2-O gel electropitoresis
paIlero of tite soluble proteins of O. a/bicans SC5314. To
our knowledge, titis is tite fitst O. afbfcans 2-O map ob-
tained witit IPGs. Using tite Melanie II software, about
600—700 protein spots were detecteé o cytoplasmic ex-
tracts. Tite resolution was gooé ané tite tecitnique was
itigitly reproducible. Figure 2 sitows tite 2-O map of C. al-
bicamisprotoplasí lysales, jo witicit aboul 600—700 prolein
spots were also detected. On comparing tite maps of
soluble proteios fnom exponentia!ly growing celEs with
titose from celís without celí walls, an importaní citange o
tite protein patíero was observed. Tite most relevaot fiod-
ng was tite itigiter expressioo of certain proteirus (Mr

tange betweeo 30—50 koa) in tite protoplast lysates.
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Sorne of litese were laten ideotified as glycolytic
(see below>. Tite 2-O map of proteios secreteé
plasts regenena<iog ítem ceil walls is sitown jo
titis case about 350 proteos were

enzynues
by proto-
Fig. 3; o
detected.

lo the early igEOs two-dimensional gel electropitoresis
was used for separatiog O. albicans cytoplasmic pnoleins
¡o onder lo investigate diflereol protejo expression during
tite morpitological tnaositioo (yeast-itypitae) of titis organ-
isrn [35—38].lo litese studies, protejos were radioactively
labeled aod about 200—400 spots were resolved. Firíniey
etal. [38] reporteé tite limitatioos of 2-O PACE aoarysis,
particulariy jo lite delection of low-abundaoce regulatory
proteins titat migitt be cnitical to tite establisitmeot of alter-
nalive morpitologies. Howeven, al lital lime, apart 1nom
tite pnobiern involveé jo reproéuciog tite tecitnique, de-
tecleé spots tital were specific to eacit morpitology could

Mr

(xlfr3)

84—I

60—

48 —

35 —

‘5

nol be ideolified. More recenlly, Niioui el al. 139) itaye
again addressed titis ¡ssue using 2-D PACE w>tit carnet
ampitolytes but failed fo deteel polypeptiées unique to
eititer morpitology. Fractiooatioo of O. albicans prepara-
tioos by attioity citromatography o orden lo doled DNA-
bioding pnoteios followed by SOS-PASE reyealeé novel
polypeptiées prefeneotially syntitesized jo germ tube-
forming celis. Here, usirug 2-O PACE witit POs, we sitow
it is possible lo doled more spots titan ¡o al> previous
sludies carnied out wilit O. afbicans protejo preparatioos
ané titat resolution is clearly enitaríced. Moreover, tite
possibility of ideolifying protejos directly from tite silver-
síained spots jo tite gel, by mass spectrometty [40],wouid
allow O. albicans researciters lo successfully nesoiye in-
tenestiog approaclues atíempled previousiy bu¶ itanupered
by tecitoical problems titat could nol be solved witit tite
solutions titen ayailable.

*

4 4.5 5 5.5 6 7 7.5 8

*— lEE

Figure 1. Two-dimeosiooal si>ver-staioeé rnap nl O. alt/caoscyloplasrnic extracts. Eno, Hsp7O aod SAPOH were ideoti-
lied by rnmuoodelection. Arnows indícate antigenie proteins recognized with sena from palients witit systernic caodidjasis.
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3.3 lmmunodetectian of C. albícans prateins

Sorne previously described C. albicansantígeos joclude
iteal sitock proteos aod glycoiylic enzymes [171.Antibod-
es againsí Eno, Hsp7O aod GAPDH were used fon immu-
nodetection. Monoclonal antibodies agajosí Eoo recog-
nized severa> isoforms of enolase witit sligittly differeot
p/s. A cluster of two spots al 48 kDa was immuoodetected
in cytoplasmic extracts. However, clusters of four ané
three spots al 48 kOa were delected jo protoplast lysates
ané jo protoplasts-secneted proteins, respectively. Titese
were assigoeé lo tite cornespondiog clusters o tite gels
(Figs. 1—3>. Summing up, litese resulís sitowed tital dif-
fereot Eno isofonma witit differeot levels of expression
were pneseot o our protein prepanatiotus. Usiog a polycio-
oal aotibody againsí Hsp7O (a protein witit itigit itomology

witit tite .1 cerevisiaeSSA family>, two spots were detect-
ed at 70 kDa ané at 78 kOa in botit cytoplasmic extracts
aod protoplasí lysates witich were assigned to tite corre-
spondiog spots jo tite gels. lo tite protopiast-secreted pro-
tejos, litis proteo was immuoodetected jo lite membrane
but was undetectable jo tite silver-síained gel. We also
assayeé antibodies againsí S. cerevisiae SAPOH ané
one clusler of titree ané four spots was recogoized by
titese antibodies o ceil exíracís ané protoplasí lysates,
respectively. lo tite protoplasts-secneted proteios ooly two
spots wene recogoized and their patíero rendered ítem
easily recogoizable mo silver-~taioed gels. Finally, we used
antibodies againsí 5. cerevisiae Bgl2 (¡3-1 3-glucan trans-
ferase); titis protein is stroogly expressed jo 5. cera vis/aa
witeo protoplasís are negeoenating titeir ce» walls [26].
Titis prolein was detected al 34 kDa arud p/4.3 tu proteins

-e— IEF

Mr

(xlO3)

84

60

48

35

15 —

GE)

*

4 4.5 5 5.5 6 7 7.5 8

Figure 2. Two-dimensiooal sikíer-sta>ned rnap ol O. Mb/caosprotoplasí lysates. lderttitied proteisus are sitown. Arrows mdi-
cate aot¡gent proteisus recogoized w>Ih sena frorn patienís with systemic cand~diasis.
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secreteé by protoplasís <Fig. 3). 8g12 was undetectable
by Westenn blottiog jo tite otiter protein preparatioos <cy-
toplasmie extracís arué protoplasís ¡ysates). To summa-
rize, Eno, GAPDH, Hsp7O ané Bgl2 were identified witit
antibodies 00 tite 2-O maps of diflerení O. afb/cans pro-
tejo prepanatioos.

3.4 Detection of C. alb¡cans proteins strongly
reactive with sera from pat¡ents with
systemic candidiasis

Six seta fnom patienís witit syslemic candidiasis ané four
sena from iteallity odividuals were assayed. lo prelimina-
ry assays usiog dol blois, tesis were performed witit sena
from patienís jo orden lo determine witicit senum dilution

Mr

(xlO3)

84

60

48

35

15 —

was tite mosí appnopnia<e. Serum dilutions of 1:10—
1:10 000 were immunoreactjye by dol blot. Howeyer,
witen we used tite sena fon imrnuoodetection ¡o proteio
preparatiorus separated by 2-O PASE, belter nesults were
obtained usiog lowen dilu<ions (1:50 or 1:100). Al> sena
wene titerefore used ata dilution of 1:50. More titao 18 dif-
feneot proteios wene immuooéetected (TaNes 1, 2 ané 3;
aod Figs. 1, 2 ané 3), ané importaot cooclusions could be
obtaioed from tite diffeneol proleio preparatioos used.
Witen O. Mb/caos cytoplasmic extracís were aoalyzed,
severa> spots witit a molecular mass raoging betweeo 30
and 84 kOa were ¡mmuoodetecteé <Table 1 summarjzes
lluese nesulís.) Protelos witit tite sarne molecular mass
ané small differeoces ¡o piare considered lo be ¡soforms.
Titus, jo titis sample it was possible lo ¡mmuoodetect al

un

*

Figure 3. Two-éirneosional silver-síained rnap of prolcios secreteé by O. albicans protoplasís uodergoiog celí wal[ regeo-
eration. Identified proteins are sitown. Anrows indicate arutigenie protejos recogoized jo sena fnorn palientts witit systernic
candidiasis.

-<*— IEF

— i i ¡ ¡ ¡ ¡
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Table 1. 0. alt/caos protelos of cytopiasmic extracís detected by seta fronu patients wilit systemic candidiasis

Num be r

1
2
3
4
S
6
7
8—10
1-1
12 Eno
13
14
15 GAPDH
16
17
18

Prolelos
Mr (X 10-a)

84
67

60—Gí
57—58

58

56—57
56

51—55
48—50

48
44—46

42
35
34

30-32
30

Seta
p/ Patiení 1 Patiení 2 Patierul 3 Pat jent 4 Patieot 5 Patient 6

5.4—5.7
4.7—5

4.9—5.1
4.5—4.7

6.7—7
4.2—4.5
6.4-6.7
4.3-4.4
4.5—4.8
5.6—5.8
5.6—6.2

6

6.7—7.5
4—4.4

4.2—4.4
5.9

++

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

-4-

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

Table 2. C. alt/caos prolejos from proloplasí lysates detecled jo sena fnom patienís witit systemic candidiasis

Proteos Sena
Number Mr <X í0~) pl Patieot 1 Palleol 2 Patiení 3 Patiení 4 Patient 5 Patiení 6

1 84 5.4—5.7 — + — +

2 67 4.7—5 + + + — —

3 60—61 4.9—SA + — — + —

4 57—58 4.5—4.7 + —
5 58 6.7—7 — + — —
6 56—57 4.2—4.5 + — — + —
7 56 6.4—6.7 — —
8—10 51—55 4.3—4.4 - — — — —
11 48—50 4.5—4.8 + — + + —
l2Eoo 48 5,6—5.8 ->- ->- + + + +

13 44—46 5.6—6.2 — + + + — +

14 42 6 — + + — —
15 SAPDH 35 6.7—7.5 — — — —
16 34 4—4.4 — — — — — —

17 30—32 4.2—4.4 — + — — —
18 30 5.9 — — — — +

Table 3. C. alt/caos proloplasí-secreted protejos detecteé by sena fnom palienís witit systemic candidiasis

Protejos Seta
Number Mr (x í0—~) pl Patiení 1 Patjeol 2 Pat jent 3 Patiení 4 Pat jení S Patient 6

12 Eno
13
16

84
48

44—46
34

5.4—5.7
5.6—5.8
5.6—6.2
4-4-4

~1

-

+

+

++

+

.4-

+

+

-4-

+

+ +

+

+ +

leasí 17 differeot proteios (iocludiog Eno ané SAPDH).
Ah sena neacted witit al leasí two diflereol pnoteios aod
tite mos> irnmuooreactive serum detecteé al least ten pro-
tejos <Fig. 4 sitows tite immunoblot witit serum fnom tite

mosí immune reactiye patieot). Al) Sena necogoized Eno.
Anotiter itigitly immunogeoic protejo has a molecular
mass of 49 kOa arud a p/ raoge of 4.5—4.8. Witen seta
from uniofected subjects were assayed, a fainí reaction
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witit Eno was observed (data 00< sitown). Titis can be ex-
plained o terms of lite notion titat O. albioans is a com-
meosal organism

Tite same spots were immuoodetected witeo protoplasí
iysates wene used (Fig. 2). However, tite ioteosity of tite
inumunodetectioo (jo tite gel negioo corresponding lo a
molecular mass raogiog betweeo 30 ané 55 koa) was
luigiter titan witeo cytoplasmic extracís were used, a fact
tital simplified lite immunoéetectioo. Figure 5 sitows a
protoplasí rysate mmuooblot detected witit serum from
patiení number 1. Tite least neactiye protejo preparation
involved tite proteins secreted by protopiasís; ooly foun
proteios were immunodetecteé. Again, Eno was immuoo-
detected. A new protejo tita< was nol preseot o tite otiter
samples was recognized. Titis protein itas a molecular
mass of 34 kOa arud api betweeo 4—4.4 (Hg. 6). Angiolel-
la eta! [41) itave described a 34 kOa celí wall mannopro-
lelo, witich was necognized by a nabbil anti-Candida se-
rum. Furtiter nesearcit is oecessany jo order to know
witetiter titese proleios are related. Tite ideotificatioo of
titis protein could be importaní ané is curneotly oogoing.

lo coruclusion, titis work is tite first atlempt ata large-scale
ideotificatioo of O. alt/caos antigeos by combioiog 2-DE
arud Western blo«iog witit sena fnom palien<s witit system-
o carudidiasis. A similar appnoacit is curreotly beiog used
lo iéeolify Haemoph/lus inf/uenzae immuoogeoic proteins
[423.We sitovi tite presence of al leasí 18 iruumunogeoic
proteios, sorne of titem glycolytic eozyrnes. Tite ideotilica-
tion ol al> titese protejos is 00W uoderway. Aititougit pre-
liouioany, lite lioding of lite preseoce of diflerení arutibodies
¡o tite seta of palients ané tite study of éiffeneot nisl=

48 -

groups witit systemic candidiasis would al>ow tite ideolifi-
cation of specific immuooéomioaot antigeos o order to
desigo improveé serologic tests fon tite diagnosis of cao-
didiasis.

4 Concluding remarks

Two-éimeosiooal gel electropitoresis of O. alt/caos pro-
tejo preparatioos foliowed by Westero blottiog w>th seta
from patienís witit systemic candidiasis pnovides a power-
ful bol for tite ideotification of immuooreactiye pnoteios. lo
tite preseol sludy, we used differeot O. alt/caos protejo
preparaliorus <cyloplasmic extracís, protoplasí lysales ané
proteirus secreteé by protoplasís). Tite use of differeot
samples witit differeot patíenos of protejo expressioo ne-
veals a useful approacit fon identifyisug more immuooreac-
uve proteos as well as acitieviog betíer immuoodetectioo,
Proloplas> lysates allowed easien immuoodetectioo be-
cause sorne of lite imnuunogenic prolejos are itigitly
expresseé o <bis sample. Moreoyen, tite use of a sample
enniciteé lo cehí wall componenís also allowed lite irnmu-
nodetection of anotiter antigen titat was oot preserut jo lite
otiter samples. Titis antigeo (M, 34 artd pl 4—44) was tite
most immuooneactive prolein buí, uoiike Eno, )t was oot
deteeted jo seta from itealtity subjects. Tite iéentificalioo
of ah tite immunode<ec<ed O. afb/caos protejos jo titis
work is cunrently being aédresseé at our >abonabony. Sim-
lar studies witit patienis with systernic carudidiasis be-
loogiog lo differeot nisk gnoups (Le., diabetes, patienís
witit AbS, witit sobé on itematologic tumors) could itelp o
uoderstaodiog tite role of tite itumonal response o O. a/t/-
caos jiufecliorus. The overa» vievm o> lite difleneol Caod/da
antibodies tital are being produced jo a paliení could be

z
Mr (xlfr3)

84

E
60

4. ¶ plFigure Lefl: Delail of lite two-djmerusional silven-síained electropiterograms of O. afb/cans cytoplasouic extracís, Arrows
jodicate spots matciting witit imrnuooreactive spots o Westero blots witit senum frorn a patient witit systemic candidiasis
(number 1>. Rigití: Westero blots of similar e>ectropiterograms witit serum from patierít number 1.

35 -

Mr (xlO-3)
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4— ¡EF Mr (xlfr3)

84 —

+
60 —
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Figure 5. Left: Detail of tite two-éimeosiooal silver-síajoed electnopiterograms of O. albicans pnotoplast lysales. Anrows
indicate spots matciting witit immuooreactive spots ¡o Weslero blots wilit serum from a patieot witit systemic candidiasis
(oumber 1). Rigitt: Western blots of similar electropiterograms witit serum from patieot number 1.

Mr ( xlO’3)
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Figure 6. Lefí: Detail of tite two-dimeosiooal silven-síaineé eleclropiterograms of O. a/b/cans pnoloplasts-secneted proteios.
Anrows odicale spots matcitiog witit immuooreactiye spots ¡o Westero blot wilit serum from a palien> witit systernic caodi-
diasis (numben 1>. Rigitt: Western blots of similar electropiterognarns witit serum fnom patiení numben 1.

useful for tite diagnosis as well as mooitoning tite eyolu-
1>00 of tite disease.
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