UNIVERSITAT
POLITECNICA
DE VALENCIA

Programa de doctorado en Biotecnologia

Estrategias de defensa a estrés quimico en
Saccharomyces cerevisiae: regulacion genética del
transporte multidroga y mecanismos de
detoxificacion.

M2 Elena Vanacloig Pedrds

TESIS DOCTORAL

Directores
Dr. Markus Proft

Dra. Amparo Pascual-Ahuir Giner

Valencia, junio 2018






La Dra. Amparo Pascual-Ahuir Giner, Doctora en Biologia y, Profesora titular y
Directora del Departamento de Biotecnologia de la Escuela Técnica Superior de
Ingenieria Agrondmica y del Medio Natural de la Universidad Politécnica de Valencia, y
el Dr. Markus Proft, Doctor en Biologia y Cientifico Titular del Consejo Superior de

Investigaciones Cientificas en el Instituto de Biomedicina de Valencia,
CERTIFICAN:

Que la licenciada en Biotecnologia por la Universidad Politécnica de Valencia, M2 Elena
Vanacloig Pedroés, ha realizado bajo su direccidn el trabajo de investigacion titulado
“Estrategias de defensa a estrés quimico en Saccharomyces cerevisiae: regulacion
genética del transporte multidroga y mecanismos de detoxificacion” y autorizan su

presentacion para optar al grado de Doctora en Biotecnologia.

Para que asi conste, firman el presente documento en Valencia, a X de julio de 2018.

Amparo Pacual-Ahuir Giner Markus Proft

INSTITUTO DE

Jibmep gl
UNIVERSITAT =

Instituto de Biologia Molecular VALENCIA CSIC

y Celular de Plantas POL|TECN |C/.\
DE VALENCIA







RESUMEN

En la presente tesis se han estudiado los distintos mecanismos de toxicidad de las
micotoxinas citrinina y ocratoxina A y la respuesta adaptativa a xenobidticos en el
modelo de levadura Saccharomyces cerevisiae, concretamente la regulacién de los
transportadores multidrogas del sistema PDR y sus factores de transcripcion.

La respuesta a xenobidticos permite a las células eucariotas adaptarse y sobrevivir a la
exposicion de gran variedad de compuestos exdgenos, como toxinas o farmacos. En esta
respuesta participan distintos tipos de proteinas, principalmente transportadores de
membrana y factores de transcripcion. Para estudiar esta respuesta adaptativa
sometimos las células de levadura a distintos tratamientos con las micotoxinas citrinina
(CIT) y ocratoxina A (OTA), y los oxidantes menadiona (MEN), y peroxido de
hidrégeno (H,0,).

Las micotoxinas citrinina y ocratoxina A son metabolitos secundarios producidos por
varios hongos filamentosos, principalmente de las familias Aspergillus y Penicillium,
que contaminan alimentos basicos como maiz, trigo y arroz, y que son toxicas para el
ser humano. Aqui, estudiamos los mecanismos de toxicidad de ambas toxinas a traves
de experimentos de expresion génica con reporteros luciferasa, ensayos
transcriptomicos, y ensayos fenotipicos con mutantes de pérdida de funcidén para
determinadas proteinas involucradas en la defensa antioxidante y de transporte
multidroga. Los resultados muestran diferencia de los mecanismos de toxicidad entre
ambas micotoxinas. CIT induce la expresion de numerosos genes involucrados en el
transporte de drogas y la respuesta a estrés oxidativo, mientras que OTA activa,
principalmente, la expresion de genes implicados en el desarrollo, como meiosis o
esporulacion, 'y en menor medida, genes relacionados con la respuesta a estrés
oxidativo y al transporte multidroga.

En levadura, los transportadores multidroga de la membrana plasmatica que eliminan
compuestos toxicos de la célula forman parte del denominado sistema PDR (pleiotropic
drug resistance). Este sistema esta compuesto por proteinas conservadas de bacterias a
humanos, entre ellos, transportadores multidroga, pero también otro tipo de proteinas
como factores de transcripcion que se encargan de regular su expresion. En ocasiones,
estos transportadores se encuentran sobreexpresados, lo que da lugar a un fenémeno
conocido como resistencia pleiotropica a drogas (PDR) o resistencia a multiples drogas
(MDR). Este proceso de resistencia es de gran importancia en diversos tratamientos
médicos, como quimioterapia en cancer, o antifingicos, ya que disminuyen su
eficiencia. Aqui, hemos estudiado el funcionamiento del sistema PDR en levadura de
varios transportadores multidroga (Pdr5, Pdrl5, Sng2, y Yorl) y factores de
transcripcion (Pdrl, Pdr3, Pdr8, Yrml, Yrrl, y Stb5) mediante cuantificacion de
expresion luciferasa en promotores o sitios de reconocimiento concretos. Ademas,
desarrollamos un sistema binario de plasmidos que nos permitiera estudiar las distintas
sensibilidades de estos factores de transcripcion a los xenobidticos de forma
individualizada.



Los resultados muestran que, de entre los transportadores multidroga estudiados, Pdr5 y
Sng2 son los principales en la respuesta de adaptacion frente a CIT, OTA y MEN,
mientras que Pdrl5 parece actuar como un transportador secundario. Ademas, la
regulacion de estos tres transportadores ante la exposicion de citrinina esté dirigida por
el factor de transcripcion Pdrl, porque el mutante de delecion Apdrl no muestra
actividad ante esta toxina. SNQ2 es el unico de los cuatro transportadores que se induce
al tratar las células con H,0,. Pdrl no sélo aparece como el principal factor de
transcripcion con CIT, sino que participa en la respuesta de todas las moléculas
estudiadas, en mayor o menor medida. Este regulador activa la transcripcion de genes
en respuesta a CIT y OTA a través de los sitios especificos PDRE, al contrario que Pdr8
e Yrml, que parecen actuar como reguladores negativos en respuesta a CIT a través de
estos mismos elementos. Por ultimo, empleamos un sistema binario de plasmidos que
nos permite definir las distintas sensibilidades y especificidad a drogas por parte de los
factores de transcripcién de forma individual. Pdrl es capaz de reconocer e inducir la
activacion de la expresion génica en todos los tratamientos, aungue muy levemente con
H,O,. Yrrl presenta induccion de la expresion génica ante CIT y, especialmente, OTA,
indicando su capacidad de discriminacion entre estas moléculas. Ademas, la activacion
se produce a través de elementos distintos a PDRE. Por Gltimo, Stb5 reconoce e induce
la expresion génica en el tratamiento con H,O, en mayor nivel que Pdrl. Los resultados
muestran un importante nivel de regulacion del sistema PDR, con Pdrl como factor de
transcripcion principal, pero con la cooperacién de otros reguladores més especificos.
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SUMMARY

In the present thesis, we have studied the different toxicity mechanisms of the
mycotoxins citrinin and ochratoxin A and the adaptive response to xenobiotics in the
yeast model of Saccharomyces cerevisiae, specifically the regulation of the multidrug
transporters of the PDR network and its transcription factors.

The response to xenobiotics allows eukaryotic cells to adapt and survive the exposure to
a wide variety of exogenous compounds, such as toxins or drugs. Different types of
proteins participate in this response, mainly membrane transporters and transcription
factors. To study this adaptive response we subjected the yeast cells to different
treatments with the mycotoxins citrinin (CIT) and ochratoxin A (OTA), and oxidants
menadione (MEN), and hydrogen peroxide (H,O).

The mycotoxins citrinin and ochratoxin A are secondary metabolites produced by
several filamentous fungi, mainly from the families Aspergillus and Penicillium, which
contaminate staple foods such as corn, wheat and rice, and which are toxic to humans.
Here, we studied the toxicity mechanisms of both toxins through gene expression
experiments with luciferase reporters, transcriptomic assays, and phenotypic assays with
loss-of-function mutants for certain proteins involved in antioxidant defense and
multidrug transport. The results show differences in the mechanisms of toxicity between
both mycotoxins. CIT induces the expression of numerous genes involved in drug
transport and the response to oxidative stress, whereas OTA activates, mainly, the
expression of genes involved in development, such as meiosis or sporulation, and to a
lesser extent, genes related to response to oxidative stress and multidrug transport.

In yeast, multidrug transporters of the plasma membrane that remove toxic compounds
from the cell are part of the so-called PDR (pleiotropic drug resistance) network.This
system is composed of proteins conserved from bacteria to humans, including multidrug
transporters, but also other proteins such as transcription factors that regulate their
expression. Occasionally, these transporters are overexpressed, which leads to a
phenomenon known as pleiotropic drug resistance (PDR) or multidrug resistance
(MDR). This resistance process is very important in various medical treatments, such as
chemotherapy in cancer, or antifungals, since they reduce their efficiency. Here, we
have studied the function of the PDR multidrug transporters (Pdr5, Pdrl5, Sng2, and
Yorl) and transcription factors (Pdrl, Pdr3, Pdr8, Yrm1, Yrrl, and Stb5) by quantifying
luciferase expression in promoters or specific recognition sites. In addition, we
developed a binary plasmid system that allowed us to study the different sensitivities to
xenobiotics of these transcription factors individually.

The results show that, among the studied multidrug transporters, Pdr5 and Sng2 have
major roles in the adaptation response to CIT, OTA and MEN, while Pdr15 seems to act
as a secondary transporter. Moreover, the regulation of these three transporters upon
exposure to citrinin is directed by the transcription factor Pdrl, because the deletion
mutant Apdrl shows no activity upon CIT exposure. SNQ2 is the only one of the four
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transporters that is induced by treating cells with H,O,. Pdrl not only appears as the
main transcription factor upon CIT treatment, but also participates, to a greater or lesser
extent, in the response to all studied molecules. This regulator activates the transcription
of genes in response to CIT and OTA through specific PDRE sites, in contrast to Pdr8
and Yrm1, which appear to act as negative regulators in response to CIT through these
same elements. Finally, we use a binary plasmid system that allows us to define the
different sensitivities and specificity to drugs by the transcription factors individually.
Pdrl is able to recognize and induce the activation of gene expression in all treatments,
albeit very slightly with H,O,. Yrrl shows induction of gene expression with CIT and,
especially, OTA, indicating its ability to discriminate between these molecules.
Furthermore, activation occurs through elements other than PDRE. Finally, Stb5
recognizes and induces gene expression in H,O; treatment at a higher level than Pdrl.
These results show an important level of regulation of the PDR network, with Pdrl as
the main transcription factor, but with the cooperation of more specific regulators.
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RESUM

En la present tesi s’han estudiat els diferents mecanismes de toxicitat de les micotoxines
citrinina i ocratoxina A i la resposta adaptativa a xenobiotics en el model de llevat
Saccharomyces cerevisiae, concretament la regulacio dels transportadors multidroga del
sistema PDR i els seus factors de transcripcio.

La resposta a xenobiotics permet a les cel-lules eucariotes adaptar-se i sobreviure a
I'exposicié de gran varietat de compostos exogens, com toxines o farmacs. En aquesta
resposta participen diferents tipus de proteines, principalment transportadors de
membrana i factors de transcripcid. Per estudiar aquesta resposta adaptativa vam
sotmetre les cel-lules de llevat a diferents tractaments amb les micotoxines citrinina
(CIT) i ocratoxina A (OTA), i els oxidants menadiona (MEN), i peroxid d'hidrogen
(H202).

Les micotoxines citrinina i ocratoxina A son metabolits secundaris produits per diversos
fongs filamentosos, principalment de les families Aspergillus i Penicillium, que
contaminen aliments basics com dacsa, blat i arros, i que son toxiques per a l'ésser
huma. Aci, estudiem els mecanismes de toxicitat de les dues toxines a través
d'experiments d'expressio génica amb reporters luciferasa, assaigs transcriptomics, i
assajos fenotipics amb mutants de pérdua de funcié per a determinades proteines
involucrades en la defensa antioxidant i de transport multidroga. Els resultats mostren
diferéncia dels mecanismes de toxicitat entre les dues micotoxines. CIT indueix
I'expressio de nombrosos gens involucrats en el transport de drogues i la resposta a
estrés oxidatiu, mentre que OTA activa, principalment, I'expressio de gens implicats en
el desenvolupament, com meiosi o esporulacio, i en menor mesura, gens relacionats
amb la resposta a estres oxidatiu i al transport multidroga.

En llevat, els transportadors multidroga de la membrana plasmatica que eliminen
compostos toxics de la cél-lula formen part de l'anomenat sistema PDR (pleiotropic
drug resistance). Aquest sistema esta compost per proteines conservades de bacteria a
humans, entre ells, transportadors multidroga, perd també per un altre tipus de proteines
com factors de transcripcio que s'encarreguen de regular la seua expressio. De vegades,
aquests transportadors es troben sobreexpressats, el que déna lloc a un fenomen conegut
com a resistencia pleiotropica a drogues (PDR) o resistencia a mdltiples drogues
(MDR). Aquest procés de resistencia és de gran importancia en diversos tractaments
medics, com quimioterapia en cancer, o antiflngics, ja que disminueixen la seua
eficiencia. Aci hem estudiat el funcionament del sistema PDR en llevat de diversos
transportadors multidroga (Pdr5, Pdrl5, Sng2, i Yorl) i factors de transcripcio (Pdrl,
Pdr3, Pdr8, Yrml, Yrrl, i Stb5) mitjancant quantificacio d'expressié luciferasa en
promotors o llocs de reconeixement concrets. A més d'aixo, vam desenvolupar un
sistema binari de plasmidis que ens permetera estudiar les diferents sensibilitats
d'aquests factors de transcripcié als xenobiotics de forma individualitzada.



Els resultats mostren que, d'entre els transportadors multidroga estudiats, Pdr5 i Sng2
son els principals en la resposta d'adaptacio davant de CIT, OTA i MEN, mentre que
Pdrl5 sembla actuar com un transportador secundari. A més d'aixo, la regulacié
d'aquests tres transportadors davant I'exposicioé de citrinina esta dirigida pel factor de
transcripcio Pdrl, perque el mutant de deleci6 Apdrl no mostra activitat davant
d'aquesta toxina. SNQ2 és I'iinic dels quatre transportadors que s'indueix en tractar les
cél-lules amb H,0,. Pdrl no només apareix com el principal factor de transcripcié amb
CIT, sind que participa en la resposta de totes les molécules estudiades, en major o
menor mesura. Aquest regulador activa la transcripcio de gens en resposta a CIT i OTA
a través dels llocs especifics PDRE, al contrari que Pdr8 i Yrm1, que semblen actuar
com a reguladors negatius en resposta a CIT a través d'aquests mateixos elements.
Finalment, fem servir un sistema binari de plasmidis que enspermet definir les diferents
sensibilitats i especificitat a drogues per part dels factors de transcripcio de forma
individual. Pdrl és capac de reconeixer i induir I'activacio de I'expressié génica en tots
els tractaments, encara que molt lleument amb H,0,. Yrrl presenta induccié de
I'expressié genica davant CIT i, especialment, OTA, indicant la seua capacitat de
discriminacio entre aquestes molécules. A més d'aixo, l'activacio es produeix a través
d'elements diferents a PDRE. Finalment, Stb5 reconeix i indueix I'expressié génica en el
tractament amb H,O, en major nivell que Pdrl. Els resultats mostren un important
nivell de regulacio del sistema PDR, amb Pdrl com a factor de transcripcié principal,
pero amb la cooperacio d'altres reguladors mes especifics.
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Introduccion

Las células, para mantener su supervivencia y tener un buen funcionamiento necesitan
encontrarse en un estado de equilibrio u homeostasis. Esta situacion se ve afectada
continuamente no sélo por cambios fisiologicos propios de las células, sino también por
las diversas condiciones ambientales a las que son sometidas. Estas situaciones externas
pueden ser variaciones en temperatura, pH, concentracion de iones, presencia de
toxicos, etc., y causan un estrés en la célula que produce una respuesta adaptativa

inmediata y finamente regulada para recuperar de nuevo el estado de equilibrio.

A lo largo de su vida, todas las células se ven sometidas a distintos estreses quimicos.
En estas situaciones de estres, la respuesta de adaptacion celular se basa, mayormente,
en el bombeo del compuesto téxico fuera de la célula, o a determinados organulos,
mediante diversos transportadores, asi como la activacion de enzimas detoxificadoras

que permitan la degradacion de dichas moléculas.

Los transportadores PDR (pleiotropic drug resistance), pertenecientes a la superfamilia
ATP-binding cassette (ABC) son los responsables de la expulsion, o almacenamiento en
organulos, de numerosas moléculas toxicas para la célula, normalmente de origen
exogeno, aunque algunas también generadas por la propia célula. Esta familia de

proteinas se encuentra conservada en la mayoria de organismos por su importante labor.

Para estudiar este fendmeno de adaptacion a estrés quimico empleamos como sistema
modelo la levadura Saccharomyces cerevisiae. Este organismo unicelular eucariota es
empleado en el estudio de la respuesta adaptativa a estrés por su facilidad de utilizacién
y manipulacién genética, bajo coste y rapidez de crecimiento, y permite extrapolar, en
gran medida, los resultados obtenidos al resto de células eucariotas, pudiendo servir
como primera aproximacion para el estudio de la resistencia multidroga en células

eucariotas.
1. Respuesta celular a estrés.

Las células, a lo largo de su existencia, se encuentran con una amplia variedad de
condiciones externas e internas que pueden llegar a inducir estrés en ellas. Este estrés se
puede definir como una disrupcion de la homeostasis o estado de equilibrio de la célula.
Este desequilibrio puede llegar a amenazar su buen funcionamiento, e incluso, su
supervivencia, ya que puede causar una acumulacién de dafios en el ADN, y otras

moléculas, como proteinas y lipidos. De esta forma, podemos decir que la respuesta
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celular a estrés es una reaccion defensiva ante los cambios de las condiciones
ambientales, como pH, temperatura, concentracion de iones, 0 compuestos toxicos, que
causan un desequilibrio en las condiciones internas de la célula y un posible dafio a su
correcto funcionamiento y estructuras, y cuyo objetivo es permitir a la célula volver a

un estado de equilibrio igual al anterior o distinto de adaptacion al nuevo entorno.

Estos cambios suceden de forma continua y son sobrellevados por la célula
habitualmente sin grandes problemas mediante mecanismos muy bien regulados, por
ejemplo, a nivel génico. Los procesos implicados en las respuestas de adaptacion
dependen del tipo de estrés, y consisten tanto en acciones de proteccion y adaptacion
inmediata como de larga duracién, pudiendo llevar a desarrollar nuevas variaciones

fenotipicas en las células como adaptacién evolutiva (Lépez-Maury et al., 2008)

La respuesta celular ante un estrés consiste, en primer lugar, en el reconocimiento
especifico del estrés, para, a continuacion, desencadenar una serie de acciones que
permitan a la célula volver a un estado de equilibrio. Estas acciones se basan en la
generacion y transduccidn de sefiales que pueden iniciar una remodelacién de cromatina
y reprogramacion génica que active mecanismos efectores de adaptacion a dicho estrés
(de Nadal et al., 2011; Taymaz-Nikerel et al., 2016; Vihervaara et al., 2018). Varios
estudios mostraron que la reorganizacion a nivel genémico en levadura ante distintos
estreses llega a implicar, aproximadamente, el 10% de su genoma. Estos grupos de
genes incluyen tanto los que son activados de forma especifica a determinados estreses
como los que lo hacen de forma inespecifica, e intervienen en distintos procesos
celulares, como defensa a especies reactivas de oxigeno (ROS), sintesis de compuestos
protectores, o reparacion de ADN y proteinas (Gasch et al., 2000; Causton et al., 2001).
Por otra parte, también se ha visto, que hay una coordinacion entre la activacion de
genes de respuesta a estrés y la represion de genes constitutivos y de desarrollo de las
células para permitir la supervivencia de la célula (Gasch et al., 2000; Causton et al.,
2001; Vanacloig-Pedros et al., 2015; Lopez-Maury et al., 2008; Vihervaara et al.,
2018).

Esta reprogramacion transcripcional se encuentra muy altamente regulada para no
producir dafios mayores a la célula, ya que implica la activacion y represién simultanea
de multiples genes y los procesos celulares que conllevan (Ni et al., 2009; Vihervaara et
al., 2018).
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1.1. Estrés oxidativo.

El estrés oxidativo se ha descrito como un desequilibrio entre la produccion de
oxidantes (especies reactivas de oxigeno (ROS)) y los mecanismos antioxidantes de un
organismo, en favor de los oxidantes (Sies, 1985). Al producirse una disrupcién del
equilibrio redox, esto puede ocasionar dafio a distintos componentes celulares y dar
lugar a peroxidacion lipidica, y oxidacion proteica o del ADN, pudiendo producir
roturas en las cadenas de &cidos nucleicos, bloqueo de la replicacion, o mutagénesis.
(Sies, 2015).

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) se generan por la reduccion parcial del O,
incluyendo el anion superdxido (Oy), el peroxido de hidrégeno (H20,), o el radical
hidroxilo (OH"), y son inestables y altamente reactivas. La aportacion de ROS a la
célula proviene tanto del entorno (radiacién, luz, xenobidticos) como de procesos
metabdlicos internos (respiracion mitocondrial, B-oxidacién de acidos grasos), pero de
entre todos, se considera que la respiracion mitocondrial es la principal fuente de ROS
en ceélulas eucariotas a través del proceso de fosforilacion oxidativa (Cadenas and
Davies, 2000; Murphy, 2009).

El estrés oxidativo ocasionado por la acumulacion de ROS ha sido ligado a multiples
patologias, entre ellas enfermedades neurodegenerativas, diabetes, cancer vy
envejecimiento prematuro, donde el equilibrio redox se encuentra alterado (Halliwell,
2006; Ye et al., 2015). Pero, a pesar que ROS pueden ocasionar grandes dafios e incluso
llevar a la muerte celular, cada vez hay mas estudios que indican que, en los niveles
adecuados, son fundamentales como moléculas sefializadoras de distintos procesos
fisioldgicos (Schieber and Chandel, 2014; Vakifahmetoglu-Norberg et al., 2017; Sena
and Chandel, 2012).

Todos los organismos con procesos metabolicos aerdbicos estan expuestos a estrés
oxidativo, por lo que han desarrollado mecanismos para proteger sus componentes
celulares del posible dafio producido por ROS y mantener su estado redox. Las células
de la levadura Saccharomyces cerevisiae tienen diversos sistemas de defensa frente a
estrés oxidativo, tanto a nivel enzimatico como no enzimatico. Los mecanismos no
enzimaticos consisten en pequefias moléculas que actian como scavengers o
secuestradores de radicales libres, y entre ellos encontramos los antioxidantes glutation,

poliaminas y &cido ascorbico o vitamina C. Entre las enzimas que catalizan reacciones
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para la eliminaciéon o reduccion de ROS encontramos superdxido dismutasas (SOD),

catalasas, peroxidasas y reductasas (Jamieson, 1998; Morano et al. 2012)

La respuesta a estrés oxidativo a nivel transcripcional sucede de forma especifica de
ROS pero también hay una activacion de genes més inespecificos, activos con distintos
estreses, generalmente implicados en la detoxificacion, reparacion del dafio y
recuperacion de la célula, y cuya regulacion estd mayormente controlada por los
factores de transcripcion a estrés general Msn2 y Msn4 (Gasch et al., 2000; Thorpe et
al., 2004). La respuesta especifica a estrés oxidativo se encuentra regulada
principalmente a traves de los factores de transcripcion Yapl y Skn7. A pesar de que la
regulaciéon transcripcional depende del tipo de oxidante, estos dos factores,
especialmente Yapl, participan en la activacion de un amplio nimero de genes
implicados en los mecanismos de defensa antioxidante especifico de ROS y bajo
distintos oxidantes (Thorpe et al., 2004; Morano et al., 2012).

Anteriormente hemos indicado que la mitocondria, durante la respiracion mitocondrial,
es la principal fuente de ROS en la célula, pero no es la Unica. Entre las fuentes de estrés
oxidativo se encuentran los xenobioticos. La exposicion de las células a xenobioticos
(compuestos externos al organismo procedentes del ambiente como toxinas o farmacos)
produce la activacion de la respuesta de adaptacion a dichos compuestos. Parte de esta
adaptacion consiste en la metabolizacion y biotransformacion de estos compuestos,
pudiendo generarse especies reactivas de oxigeno (ROS) que pueden dar lugar a estrés

oxidativo (Pagano et al., 2003; Klotz and Steinbrenner, 2017).
2. Resistencia pleiotropica a drogas (PDR):
2.1. Resistencia a multiples drogas: Definicion y consecuencias biomédicas.

Las células eucariotas tienen mecanismos en respuesta a xenobi6ticos que las capacita
para tolerar y resistir, simultdneamente, la toxicidad de gran variedad de compuestos no
relacionados ni funcional ni estructuralmente, como toxinas o farmacos. Esta habilidad
se conoce como resistencia pleiotropica a drogas (pleiotropic drug resistance o PDR)
o, también, resistencia multidroga (multidrug resistance o MDR), y se encuentra en
gran cantidad de organismos, desde bacterias a mamiferos. El principal mecanismo
causante de esta resistencia multidroga es la sobreexpresion de transportadores de

membrana. Hay dos tipos de familias de transportadores responsables de MDR que se
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encargan de eliminar los xenobioticos con distintas estrategias: ATP-binding cassette
(ABC) y Major facilitator superfamily (MFS). Las proteinas ABC son transportadores
activos primarios que emplean la energia de la hidrolisis del ATP para transportar los
compuestos, mientras que las MFS son transportadores activos secundarios que utilizan
el gradiente electroquimico de los protones y tienen un menor nimero de sustratos (Sa-
Correia et al., 2009; Cannon et al., 2009).

Estos transportadores se encargan de expulsar los compuestos dafiinos (exdégenos como
drogas y toxinas, y otros generados durante algunos procesos celulares) o los acumulan
en organulos como la vacuola (Jungwirth and Kuchler, 2006; Prasad and Goffeau,
2012). Este fendbmeno permite a la célula sobrevivir ante la exposicion a toxicos, pero
también es uno de los principales problemas que aparecen en tratamientos de
quimioterapia en cancer, infecciones fangicas, o patologias neurolégicas como epilepsia
0 depresion, entre otros, ya que disminuyen su eficiencia (Holohan et al., 2013; Prasad
and Rawal, 2014; Paul and Moye-Rowley, 2014; Léscher and Potschka, 2005). Debido
a la importancia que la MDR supone en los tratamientos médicos se ha investigado
como revertir o minimizar los efectos de este fendmeno. Para ello se ha intentado
desarrollar técnicas y estrategias enfocadas en el control de los transportadores
implicados. En los tratamientos frente a cancer las investigaciones se han centrado
mayormente en las proteinas de la familia ABC, P-glicoproteina (P-gp codificada por
MDR1/ABCBL), la proteina 2 asociada a resistencia multidroga (MRP2/ABCC2), y la
proteina de resistencia de cancer de pecho (BCRP/ABCG2) (Fletcher et al., 2016). Los
métodos empleados para evitar el fendmeno MDR consisten en distintas estrategias,
como inhibidores de P-gp, RNA de interferencia 0 moduladores epigenéticos, aunque
todavia se estan desarrollando (Robey et al., 2018; Chen et al., 2016; Li et al., 2016).
Lo que parece observarse en todos los casos es que un mayor conocimiento de la
regulacién de estas proteinas es un paso necesario para poder controlar mas especifica y

eficientemente su sobreexpresion y de esta forma el proceso MDR.

Ademas de su importancia en biomedicina este fendmeno de resistencia a compuestos
quimicos también afecta a otros sectores como la agricultura. Por un lado, supone una
posible ventaja para desarrollar plantas acumuladoras de compuestos toxicos en
fitorremediacion (Conte and Lloyd, 2011), pero por otro lado, este fendmeno reduce la

efectividad de los tratamientos con herbicidas para eliminar las malas hierbas, con el
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consiguiente problema para el medioambiente y econdmico en el sector agroalimentario
(Teixeira et al., 2007; Cabrito et al., 2011).

2.2. Proteinas ABC

En el apartado anterior hemos comentado que entre los distintos mecanismos que
contribuyen a la resistencia multidroga causantes de resistencia a tratamientos
antifangicos, de quimioterapia en cancer, herbicidas, etc., la sobreexpresion de los

transportadores de la familia ABC parece ser el mas importante.

La superfamilia de poteinas ATP-binding cassette (ABC) son proteinas, muchas de las
cuales, estan conservadas de bacteria a eucariota superior (van Veen and Koning, 1997).
Esta familia de proteinas esta compuesta por mas de 3000 miembros, de los que muchos
comparten estructura y dominios similares (Jungwirth and Kuchler, 2006; Dean and
Annilo, 2005). Estas proteinas estan implicadas en muchos fendmenos bioldgicos, con
gran variedad de funciones, desde el transporte transmembrana, a la regulacion de
distintos procesos celulares. En la levadura Saccharomyces cerevisiae encontramos 30
genes codificantes de proteinas ABC (Jungwirth and Kuchler, 2006), mientras que en
humanos hay 51 segin la Human Genome Organization (HUGO). Estos genes se
encuentran divididos segln la clasificacion de la HUGO en siete subfamilias (ABCA a
ABCG) en funcion de la similitud de sus secuencias aminoacidicas y filogenia, y estas
subfamilias estan representadas en el genoma de todos los organismos eucariotas (Dean
and Annilo, 2005; Paumi et al., 2009). Ademas de esta clasificacion, en el caso de
Saccharomyces cerevisiae, estas proteinas ABC se pueden encontrar clasificadas en 5
subfamilias: PDR, MRP/CFTR, MDR, ALDp, y YEF3/RLI (Jungwirth and Kuchler,
2006; Paumi et al., 2009). En este trabajo nos centraremos en algunos transportadores
de membrana plasmatica pertenecientes a la subfamilia PDR (Pdr5, Pdrl5, y Sng2), asi
como en Yorl, perteneciente a la subfamilia MRP. En la Figura 1 se muestran los

transportadores ABC en S. cerevisiae.
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Figura 1. Localizacion celular de los transportadres de membrana ABC de S. cerevisiae. Las distintas
subfamilias de transportadores se muestran en distintos colores: MDR (morado), MRP /CFTR (azul), ADLP (verde),
y PDR (rojo). N: nucleo, ER: reticulo endoplasmético, M: mitocondria, P: peroxisoma, V: vacuola. (Paumi et al.,
2009)

La caracteristica comin més destacada de los transportadores de esta superfamilia es
que comparten un dominio ATPasa altamente conservado (ABC), que se encarga de
tomar e hidrolizar el ATP (Jungwirth and Kuchler, 2006; Paumi et al., 2009). Los
transportadores ABC, en general, se componen de dos tipos de dominios: un dominio
de unién a nucledtido (NBD o nucleotide-binding domain) y un dominio
transmembrana (TMD o transmembrane domain). La region transmembrana (TMD)
contiene varios segmentos a-hélice transmembrana (TMS), normalmente 6, y es la parte
mas variable de los transportadores, que podria implicar la especificidad de sustrato y la
gran variedad de compuestos reconocidos. Por el contrario, NBD se encuentra altamente
conservado y se encarga de la hidrolisis del ATP a través de su ATPasa (Prasad and
Goffeau, 2012; Jungwirth and Kuchler, 2006). Es decir, TMD reconoce y moviliza los
sustratos a través de la membrana, mientras que NBD produce la energia necesaria para
ello. Generalmente, estas proteinas contienen dos NBD citos6licos y dos (o incluso 3)
regiones TMD en tandem ((TMDs-NBD),) para formar lo que se considera un
transportador completo o “full-size”, aunque también se pueden encontrar “medias”
proteinas (Half-size) con sélo un NBD y un TMD, que funcionan como homo- o
heterodimeros. Ademas, algunas de ellas pueden no contener dominio transmembrana
(Prasad and Goffeau, 2012; Jungwirth and Kuchler, 2006). En las proteinas PDR
encontramos una organizacion estructural reversa, es decir, el NBD precede a la region
transmembrana ((NBD-TMDsg),) (Figura 2).
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Subfamilia ABC Topologia Dominios
PDR (NBD-TMS,),
MRP/CFTR MW Jﬂj NTE(TMS,-NBD),
— ‘@
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&
YEF3/RLI NBD,

Figura 2. Topologia y organizacion de dominios de las subfamilias de proteinas ABC de levadura. NBD:
dominio de unién a nucledtidos; NTE: extensién N-terminal; TMS: segmento transmembrana. (Modificado de
Jungwirth and Kuchler, 2006).

Conocer la estructura molecular de los sitios de union al sustrato de los transportadores
es importante tanto para entender la interaccidn proteina-sustrato como para desarrollar
inhibidores especificos. A pesar de lo anterior, algunos estudios indican que la seleccién
de sustrato en transportadores multidroga ABC eucarioticos no viene determinada
unicamente por las caracteristicas estructurales de los dominios transmembrana, sino
también por su comportamiento dinamico (Ernst et al., 2010). Ademas, otro factor que
hace variar la actividad de estos transportadores es la fina regulacion a la que son
sometidos por los factores de transcripcion del sistema PDR. A continuacion,
describiremos en mas detalle el sistema de resistencia pleiotropica a drogas (PDR) de la

levadura Saccharomyces cerevisiae.
2.3. Sistema PDR en Saccharomyces cerevisiae.

El sistema de resistencia pleiotropica a drogas (PDR) de Saccharomyces cerevisiae
confiere a la célula gran tolerancia a una amplia variedad de compuestos exdgenos o
xenobidticos asi como de metabolitos toxicos enddgenos mediante su detoxificacion. De
esta forma, la célula es capaz de mantener un equilibrio apropiado para su correcto
funcionamiento en condiciones fisiologicas normales como de sobrevivir a condiciones

adversas. Pero esta capacidad protectora de la célula puede dar lugar al fendmeno de
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resistencia a multiples drogas (MDR) o resistencia pleiotropica a drogas (PDR)

anteriormente comentado.

El sistema PDR estd compuesto por transportadores ABC y MFS que se encargan de
movilizar los compuestos a eliminar, asi como de los factores de transcripcion que se
encargan de regularlos, y otras proteinas mediadoras (Figura 3). En este trabajo nos
vamos a centrar en varios transportadores ABC y los factores de transcripcion que

parecen tener un papel en su regulacion.

Xenobidticos
Farmacos
Toxinas
® ®
L

l A

® ®

o O~ Pdr-

~—¢ Transportador

.0 0 Nucleo
XBD

Pdr-TF .

Figura 3. Esquema del sistema PDR (Pleiotropic Drug Resistance). (1) Diferentes compuestos con actividad
xenobidtica entran al interior de la célula. (11) Los compuestos quimicos son reconocidos de forma directa por unos
factores de transcripcion especializados (Pdr-TF = Factores de transcripcion especificos para la respuesta PDR). Estos
factores de transcripcion contienen dominios especializados para el reconocimiento de xenobidticos (XBD =
Xenobiotic Binding Domain) o para la activacion de la transcripcion (AD = Activation domain). (111) La unién del
xenobidtico activa al factor Pdr-TF y se produce un incremento de la expresion de genes para transportadores
especificos del sistema PDR (Pdr-Transportador). (IV) La actividad de estos transportadores en la membrana
plasmatica lleva a la expulsion del xenobidtico al exterior de la célula.

2.3.1. Transportadores ABC del sistema de resistencia pleiotropica a drogas
(PDR).

Los transportadores ABC de las células de levadura se encuentran repartidos en las
distintas membranas de la célula, desde la membrana plasmatica a los distintos

organulos, como vacuola o mitocondria (Figura 1). Entre ellas se encuentran los
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transportadores de la subfamilia PDR, localizados en la membrana plasmatica y que
participan principalmente, como su nombre indica, en la resistencia pleiotropica a
drogas (PDR). También en la membrana plasmatica se encuentra localizado el

transportador Yorl, perteneciente a la subfamilia MPR y componente del sistema PDR.

Los transportadores PDR mejor caracterizados son Pdr5 (Balzi et al., 1994) y Sng2
(Servos et al., 1993). Ambos transportadores se encuentran en la membrana plasmatica
y movilizan cientos de compuestos distintos, como antibioticos, fungicidas, esteroides y
farmacos (Mahé et al., 1996; Kolaczkowski et al., 1998; Rogers et al., 2001; Ernst et
al., 2005). Pdr5 y Sng2 tienen otras funciones importantes para la fisiologia y
mantenimiento de la célula ademas de participar en el proceso de resistencia multidroga,
como la exportacion de cationes (Miyahara et al., 1996) y mediar en el proceso de
percepcion de cuorum (quorum sensing) en poblaciones de levadura en cultivos de
medio liquido (Hlavacek et al., 2009), mecanismo que permite la regulacion de la
expresion genica en respuesta a la densidad de poblacion celular. Ademas, Pdr5 también
participa en la translocacion de fosfolipidos de la membrana plasmética (Kihara and
Igarashi, 2004). Pdr5 funciona como homodimero, y sus niveles son mas elevados
durante la fase de crecimiento exponencial, y se reducen cuando las células entran en

crecimiento diauxico o hay falta de nutrientes (Mamnun et al., 2004).

Otros componentes PDR son los transportadores de la membrana plasmatica Pdr10 y
Pdr15 (Wolfger et al., 1997), homologos de Pdr5 con una similitud del 66 y 74%
respectivamente (Wolfger et al., 2004). Pdr15 media el transporte de cloramfenicol y
detergentes, y de forma opuesta a Pdr5, es mas abundante cuando las células salen de la
fase de crecimiento exponencial (Wolfger et al., 2004). Esto podria indicar una funcién
relacionada pero no solapante en la detoxificacién celular en diferentes fases de
crecimiento o bajo ciertas condiciones metabolicas. Por su parte, Pdrl10 se encarga de la
correcta distribucién y funcionamiento de algunas proteinas, como Chs3 (chitin sintasa)
o del transportador Pdrl12, de forma que, segun se muestra en Rockwell et al.(2009) la
disrupcion de PDR10 aumenta los niveles de Pdrl2 convirtiendo al mutante en
resistente a sorbitol. El transportador Pdrl2 también se encuentra en la membrana
plasmatica y esta implicado en la resistencia a acidos organicos debiles, y algunos de
sus sustratos son benzoato, sorbato, acido propidnico, y otros acidos organicos
producidos por la célula (Piper et al., 1998; Hatzixanthis et al., 2003). EIl resto de
proteinas PDR estan muy poco descritas. Pdrl8 se ha relacionado con la resistencia a
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algunos herbicidas y tiene un papel fisioldgico en la homeostasis de lipidos (Cabrito et
al., 2011). Por su parte, Pdrl1l y Ausl parecen estar implicadas en la toma de esterol en
levadura (Wilcox et al., 2002).

Por ultimo, entre los transportadores responsables de la respuesta PDR se encuentra
Yorl. Esta proteina forma parte de la subfamilia MPR y se encuentra localizada en la
membrana plasmatica. Yorl esta implicado en la tolerancia a oligomicina, cadmio, y un
rango de xenobioticos tdxicos con grupos carboxilo (Cui et al., 1996; Decottignies et
al., 1998). Pdr5 y Yorl median la translocacion de drogas similares en muchas
ocasiones a pesar de sus diferencias topologicas, pero estudios in vitro han mostrado
una actividad ATPasa 15 veces mayor en Pdr5 que en Yorl, indicando diferencias entre
ambos transportadores a nivel regulatorio o de mecanismos (Decottignies et al., 1998).
Ensayos posteriores con mutantes de delecion mostraron solapamiento en la
especificidad del sustrato y actividad compensatoria entre Pdr5, Sng2 y Yorl, de forma
que en los mutantes carentes de actividad de alguno de ellos y sometidos a sustratos
especificos de estos transportadores los niveles de expresion de los otros se elevaban
(Kolaczkowska et al., 2008). Estos estudios indicarian un elevado nivel de regulacion

en este proceso de respuesta a xenobioticos.
2.3.2. Regulacion genética del sistema PDR de levadura.

La expresion de los transportadores PDR estd controlada por varios factores de
transcripcion entre los que destacan Pdrl (Balzi et al., 1987) y Pdr3 (Delaveau et al.,
1994). Estos reguladores forman parte de la familia de factores de transcripcion GAL4
que contiene un cluster de Zinc del tipo Zn,Cyss de union a ADN (DBD)
(Kolaczkowska and Goffeau, 1999). Este DBD se encuentra en N-terminal, mientras
que el dominio de activacibn (AD) se localiza en C-terminal. Entre ambos
encontramos el dominio de unién a xenobidticos (XBD) y de reconocimiento por
algunos reguladores de estos factores de transcripcion. La region que incluye desde
XBD a AD se conoce como dominio de transactivacion en respuesta a xenobidticos
(X-TAD) (Thakur et al., 2008; Paul and Moye-Rowley, 2014). A través de este dominio
X-TAD, Pdrl/Pdr3 son capaces de reconocer y unirse directamente a xenobidticos
especificos, y a continuacidn activar la transcripcion de los genes diana. Es decir, estos
factores de transcripcion Pdr activarian la transcripcion de transportadores de drogas por

unién directa al xenobiotico de forma similar a su ortélogo en mamiferos que son los
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receptores nucleares, incluyendo CAR (constitutive androstane receptor) y PXR
(pregnane X receptor) (Thakur et al., 2008; Wang et al., 2012; Yan and Xie, 2016).

Ademas, en estudios con diversos azoles se comprobd que la activacion transcripcional
de los genes diana de Pdrl/Pdr3 era mediada por la subunidad Galll/Med15 del
complejo coactivador Mediador que interactia con la RNA polimerasa Il. EI AD del
factor de transcripcion se une directamente al dominio KIX de Galll, altamente
conservado (Thakur et al., 2008; Nishikawa et al., 2016). El uso de inhibidores de esta
interaccion blogueando el dominio KIX se ha visto que vuelve a las células de levadura
sensibles a estos azoles. Por lo tanto esta estrategia podria servir para aumentar la
eficacia de los tratamientos en enfermedades infecciosas de hongos (Nishikawa et al.,
2016).

Pdrl y Pdr3 regulan la transcripcion de los genes diana a través de sitios de unién en el
promotor del gen diana, con secuencia 5’-CCGCGG-3’, y que se conocen como
elementos de resistencia pleiotréopica a drogas (PDRE — pleiotropic drug resistance
elements) (Hellauer et al., 1996). Pdrl/Pdr3 pueden unirse a un solo sitio PDRE, pero
para la activacion del promotor es necesario almenos tres sitios PDRE (Kaltzmann et
al., 1996). Pdrl y Pdr3 pueden regular la expresion de los genes dianas tanto positiva
como negativamente a través de los sitios PDRE y formar homo- o heterodimeros, lo
que podria implicar la intervencién de otros factores de transcripcion en el proceso
(Mamnun et al., 2002).

Pdrl y Pdr3 regulan gran nimero de genes, como los codificantes de Pdr5, Pdrl5, Sng2
y Yorl. Pero ademas de estos factores de transcripcion, hay otros que también forman
parte de su regulacién. Entre los reguladores que participan en la respuesta PDR junto
con Pdrl y Pdr3, se encuentran Stb5 (Akache and Turcotte, 2002), Yrrl (Cui et al.,
1998), y dos homologos paradlogos de este, Yrml (Lucau-Danila et al., 2003) y Pdr8
(Hikkel et al., 2003). En la Figura 4 se muestra un esquema de este sistema de
regulacion PDR.
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Figura 4. Esquema de la regulacion del sistema PDR de levadura. Los genes en la linea central representan los
genes diana de los reguladores transcripcionales. Las lineas muestran la regulacion negativa (rojo) y positiva (negro).
(Jungwirth and Kuchler, 2006)

PDRS5 esté regulado positivamente por Pdrl y Pdr3 y negativamente por el factor de
transcripcion Rdrl, que forma heterodimeros con Pdrl o Pdr3 compitiendo para unirse a
los elementos PDRE (Hellauer et al., 2002).

PDR15 estd regulado por Pdrl, Pdr3 y Pdr8 (Hikkel et al., 2003), pero ademas, su
expresion esta asociada a la respuesta general a estrés, por lo que se induce ante shock
osmotico y térmico, falta de nutrientes y acidos débiles, bajo el control de Msn2, ya que
en el promotor de PDR15 se encuentran elementos de respuesta general a estrés (STRE)
(Wolfger et al., 2004).

SNQ2 y YORL1 estan regulados por Pdrl, Pdr3 e Yrrl, que s6lo forma homodimeros
(Cui et al., 1998; Zhang et al., 2001) y reconoce elementos muy similares pero distintos
de PDRE (Le Crom et al., 2002). En el caso de SNQ2, también puede ser regulado por
el factor Stb5, que forma un heterodimero con Pdrl, y esta implicado en la respuesta a
estrés oxidativo (Akache and Turcotte, 2002; Larochelle et al., 2006).

Anteriormente hemos comentado que los factores de transcripcion Pdr activan la
transcripcion de los genes de los transportadores tras unién directa con los xenobio6ticos,
pero ademas, estan regulados por otros factores de transcripcion. Pdrl es regulado
positivamente por las proteinas Ssz1 y Zuol (Prunuske et al., 2012). Pdr3 es regulado
por Pdrl, pero al igual que Yrrl es capaz de autorregularse a través de los sitios PDRE
de sus propios promotores (Delahodde et al., 1995). Ademas, Yrrl puede ser inducido
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por la actividad de Pdrl/Pdr3 (Zhang et al., 2001) e inhibido por el factor de
transcripcion Yrml, aunque, en ausencia de Yrrl, Yrm1l activa la transcripcion de genes
regulados por éste (Lucau-Danila et al., 2003). Por altimo, se ha sugerido que Stb5

podria autorregularse, ya que se une a su propio promotor (Akache et al., 2004).

Yapl también ha sido relacionado con la respuesta multidroga por participar en la
resistencia a cicloheximida (Leppert et al., 1990), aunque estos efectos suceden
mayormente con su sobreexpresion o cuando las drogas actlian a traves de mecanismos

de oxidacion (Teixeira et al., 2008)
3. Micotoxinas.

Las micotoxinas son pequefias moléculas toxicas producidas por una gran variedad de
hongos filamentosos y que abarcan varias clases de metabolitos secundarios sin una
estructura quimica o modo de accion comudn (Bennett and Klich, 2003). Estos productos
naturales dafiinos de los mohos contaminan los alimentos y los piensos en todo el
mundo con terribles consecuencias econdémicas, ya que afectan a la mayoria de los
cultivos de alimentos basicos como maiz, trigo y arroz (Marroquin-Cardona et al.,
2014; Moretti et al., 2013). Mas alla de las pérdidas econdémicas, las micotoxinas tienen
un impacto severo en el bienestar humano (Wu et al.,, 2014). Sus propiedades
toxicologicas y sus posibles efectos sobre la salud han sido ampliamente estudiados y
relacionados con algunas enfermedades, aunque es muy dificil demostrar el vinculo

entre la exposicion a la toxina y el inicio de los sintomas en la mayoria de los casos.

Las micotoxinas son liberadas por algunos hongos en la naturaleza por razones poco
conocidas, y aunque se ha aceptado que la sintesis y secrecion de toxinas median la
virulencia patégena de los microorganismos en las plantas, las dianas moleculares y las
estrategias para lograrlo ain no se han determinado en el caso de las micotoxinas
(Mobius and Hertweck, 2009). Se han hecho considerables esfuerzos para comprender
los mecanismos moleculares de las micotoxinas que causan dafio celular y toxicidad
(Doi and Uetsuka, 2014; Escriva et al., 2015; Vettorazzi et al., 2014). Aunque es
importante comprender la base molecular de la accion de las micotoxinas en animales,
estos enfoques son a menudo dificiles de llevar a cabo porque la relacion dosis-efecto
depende de muchos parametros diferentes (Escriva et al., 2015). Como alternativa, los
mecanismos fundamentales de toxicidad para cada micotoxina se pueden revelar de

manera eficiente en cultivos celulares de células eucariotas inferiores como levadura.
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Las ocratoxinas son un pequefio grupo de micotoxinas producidas por las especies
Aspergillus y Penicillium, con ocratoxina A (OTA) como compuesto principal, que se
encuentra en una amplia gama de materias primas y alimentos procesados (Wang et al.,
2016). La OTA es nefrotdxica, carcinogénica y un teratégeno potente cuando se prueba
en diferentes modelos de mamifero, y por lo tanto, es un riesgo potencial para la salud
humana (Koszegi and Poor, 2016). Varios autores respaldan que el modo de accion de
OTA implica la formacion de aductos de ADN covalentes (Faucet et al., 2004; Mantle
et al., 2010; Pfohl-leszkowicz and Manderville, 2012) y el aumento de especies
reactivas de oxigeno (Rahimtula et al., 1988; Sorrenti et al., 2013), y por lo tanto, estas

actividades podrian explicar la actividad genotoxica y mutagénica de la OTA.

La co-ocurrencia de OTA con citrinina (CIT), otra micotoxina, ha sido frecuentemente
reportada (Bragulat et al., 2008; Vrabcheva et al., 2000). CIT es producida por hongos
filamentosos de los géneros Penicillium, Aspergillus y Monascus, y contamina los
mismos alimentos basicos que OTA (Ostry et al., 2013). Los hongos como Penicillium
verrucosum son capaces de producir tanto OTA como CIT, sin embargo, diferentes
condiciones ambientales podrian favorecer la produccion de una micotoxina sobre la
otra (Schmidt-Heydt et al., 2012; Schmidt-Heydt et al., 2015; Stoll et al., 2013). Mucho
menos se sabe sobre los mecanismos de toxicidad de CIT, sin embargo, se ha
demostrado que también es una eficiente nefrotoxina (Flajs and Peraica, 2009). Varios
grupos han contribuido a la identificacién de posibles mecanismos moleculares de la
toxicidad de CIT, encontrando, entre otras consecuencias, el aumento de estrés
oxidativo relacionado con alteraciones de la funcién mitocondrial, y la induccion de la
apoptosis (Bouslimi et al., 2008; Chan, 2007; Kumar et al., 2014; Kumar et al., 2011;
Pascual-Ahuir et al., 2014; Ribeiro et al., 1997; Yu et al., 2006). Se ha propuesto que la
concurrencia de ambas toxinas da lugar a efectos sinérgicos, sin embargo, no se han

Ilegado a conclusiones claras (Follmann et al., 2014; Klaric et al., 2013).

4. Antecedentes.

Las células de levadura son un modelo excelente para estudiar la respuesta adaptativa a
distintos estreses, como la exposicion a distintos quimicos y xenobioticos. Esto es
debido a que los organismos unicelulares tienen la necesidad de desarrollar sistemas de
defensa para la detoxificacion muy eficientes y que se activen de forma répida, ya que

estan totalmente expuestas al entorno (Dos Santos et al., 2012). El analisis de expresion
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génica se ha convertido en una herramienta valiosa para tratar de comprender los
mecanismos moleculares en respuesta a agentes toxicos, incluidas micotoxinas (Afshari
et al., 2011), y el modelo de levadura es particularmente importante en estudios en

toxigenomica (Yasokawa and Iwahashi, 2010).

En estudios anteriores, cuantificamos la respuesta de adaptacion transcripcional
inmediata a CIT en levadura empleando reporteros del sistema luciferasa (Pascual-
Ahuir et al., 2014). El sistema de luciferasa desestabilizada nos permite cuantificar la
expresion génica inducida por un estrés de forma sensible y en tiempo real en células
vivas de levadura (Rienzo et al., 2012). Ademas, podemos estudiar simultdneamente
distintas condiciones de uno o varios compuestos al obtener sus perfiles dosis-respuesta
(Dolz-Edo et al., 2013).

Una forma de estudiar la respuesta de adaptacion transcripcional a xenobidticos en
conjunto son los analisis transcriptémicos. Se han realizado distintos enfoques
transcriptomicos con OTA usando diferentes lineas celulares y sistemas de modelos de
mamiferos (Arbillaga et al., 2007; Hibi et al., 2013; Hundhausen et al., 2008; Marin-
Kuan et al., 2006). La comparacién de los datos gendmicos no produce un patron
uniforme de genes desregulados, por lo que parece que la variabilidad de la respuesta
transcriptdbmica inducida por OTA podria ser una consecuencia del rango de
condiciones experimentales asi como el contexto celular (Vettorazzi et al., 2013). A
diferencia de OTA, los datos de perfil gendmico para el tratamiento de CIT son escasos,
sin embargo, la aplicacion de enfoques de microarrays de levadura ha identificado la
defensa antioxidante como uno de los modos primordiales de detoxificacion en
exposicion a CIT (lwahashi et al., 2007). Una parte primordial de la planificacion del
ensayo transcriptomico es la seleccion de las condiciones de induccion éptimas ya que
la respuesta transcripcional a las micotoxinas parece ser transitoria y dependiente de la
dosis, como se observo previamente con CIT (Pascual-Ahuir et al., 2014).

En la respuesta adaptativa a xenobidticos en levadura participa un grupo de proteinas
que forman el denominado sistema PDR (pleiotropic drug resistance). Aunque existe
mucha literatura sobre los distintos factores de transcripcion y transportadores
multidroga que componen este sistema, todavia no estd claro como se produce la
especificidad en la respuesta a tan variado numero de moléculas. Una estructura

regulatoria muy bien definida parece ser fundamental, por lo que los factores de
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transcripcion Pdr podrian ser clave, ya que parece que son capaces de detectar
directamente las moléculas a eliminar (Thakur et al., 2008). Por ello, desarrollar
herramientas para descrifar las distintas sensibilidades del sistema PDR en levadura

puede ser de gran utilidad.

En este trabajo, vamos a estudiar cuéles son los mecanismos de toxicidad de las
micotoxinas CIT y OTA, y tratar de comprender en mas profundidad la red de

regulacion del sistema PDR.
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Objetivos

El objetivo general de este trabajo es estudiar la implicacion de las proteinas
pertenecientes al sistema PDR de la levadura Saccharomyces cerevisiae en la respuesta
adaptativa a xenobidticos, como las micotoxinas citrinina y ocratoxina A. Para lograr

este objetivo general desarrollamos varios objetivos especificos:

1. Identificar y comparar los mecanismos de toxicidad de las micotoxinas citrinina

y ocratoxina A.

2. Caracterizar la activacion transcripcional dosis-dependiente de transportadores

multidroga en respuesta a diferentes xenobidticos.

3. Comparar de forma cuantitativa las sensibilidades y selectividades de los

factores de transcripcion involucrados en la respuesta multidroga.
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Materiales y métodos

1. Cepas y condiciones de cultivo de bacterias.

En este trabajo se utilizo la cepa DH5a (F’'®80dlacZAM15 A(lacZYA-argF) deoRrecAl
endAl hsdR17(rKmK*)phoAd supE44 A'thi+) de Escherichia coli para la propagacion y
posterior aislamiento de los plasmidos.

El medio de cultivo empleado para su crecimiento fue el medio LB (Luria Bertani),
cuya composicion es 0,5% extracto de levadura, 1% triptona y 1% NacCl, disuelto en
agua MiliQ y autoclavado a 121°C durante 20 minutos. En el caso de los medios solidos
de LB se adicion6 un 2% de agar bacterioldgico. Ademas, se utilizaron medios
selectivos LB con adicion de ampicilina (50 pg/ml) o kanamicina (100 pg/ml) para la
seleccién de plasmidos.

Los cultivos de bacterias se incubaron durante toda la noche a 37°C, manteniendo una
agitacion constante (200 rpm) en el caso de los cultivos en medio liquido.

2. Cepas y condiciones de cultivo de levaduras.

Las diferentes cepas de Saccharomyces cerevisiae empleadas en este trabajo se
muestran en las tablas suplementarias 1 a 4. Los medios utilizados para crecer las cepas
de levadura fueron el medio completo YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose) y el
medio minimo SD (Synthetic Dextrose), suplementados con aminoacidos o antibiotico
en funcion de las necesidades.

El medio YPD estad compuesto de 1% extracto de levadura, 2% peptona bacteriélogica y
2% glucosa, diluido en agua MiliQ y autoclavado a 121°C durante 20 minutos. Se
suplementd con 200 ug/ml de geneticina (G418) para seleccionar mutantes de delecion
a los que se integro el marcador de resistencia a kanamicina.

El medio de cultivo SD estd compuesto por 0,7% yeast nitrogen base (YNB), 2%
glucosa, y 50mM é&cido succinico pH=5,5 6 3 (ajustado con Tris base), diluido en agua
MiliQ y autoclavado a 121°C durante 20 minutos. Ademas, a este medio se le
adicionaron aminoacidos y bases nitrogenadas (25 pg/ml adenina, 100 pug/ml histidina,
100 pg/ml leucina, 100 pg/ml metionina, 50 pg/ml triptéfano y 25 pg/ml uracilo) en
funcién de la seleccion por auxotrofia a utilizar.

En los medios sélidos, en todos los casos, se suplemento 2% agar bacterioldgico. Las
células se incubaron a 28°C, y en el caso de los cultivos liquidos, en agitacion constante

a 200rpm.
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2.1. Disrupcion génica.

Los mutantes de delecion Agal4 (gal4::kan), Apdrl (pdrl::his3) y Apdr3 (pdr3::his3)
se obtuvieron a partir de las cepas W303-1A, Apdrl (pdrl::kan) y Apdr3 (pdr3::kan),
respectivamente, mediante la adaptacion del sistema loxP de disrupcion de genes
descrito por Guldener et al. (1996). A continuacion se muestra un esquema de trabajo de

esta técnica (Figura 5).
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Figura 5. Delecién de genes de levadura con el marcador kan'. A partir del plasmido pUG6 se obtiene y amplifica
mediante la técnica PCR el cassette de disrupcion génica. Para ello se utilizan cebadores con 45ph complementarias a
la secuencia diana del gen a delecionar y 19-22pbh complementarias a la region contigua a los sitios loxP del médulo
de disrupcion. El producto de PCR es utilizado para transformar las células de levadura, donde, por recombinacion

homologa, el cassette se integra en el genoma, produciéndose la delecién del gen a estudio. (Glildener et al., 1996)

2.1.1. Construccion del cassette de disrupcion génica.

En el mutante Agal4 (gal4::kan) se utilizé el plasmido pUG6 como ADN molde para la
obtencion del cassette de disrupcion TS-loxP-kanMX-loxP-TS, el cual se compone, en
los extremos, de dos secuencias complementarias al gen diana a delecionar (TS) junto a
los sitios loxP, los cuales flanquean el gen kan" que confiere resistencia al antibiotico
G418, con su correspondiente promotor y terminador (TEF2). En el caso de Apdrl
(pdrl::his3) y Apdr3 (pdr3::his3) se utilizo el plasmido pAG413 como template para la
obtencion del fragmento de ADN a integrar (TS(kan)-HIS3-TS(kan)), el cual contiene,
en los extremos, secuencias complementarias al marcador de resistencia a kanamicina
(kanMX), junto al gen de histidina (HIS3).
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La amplificacion del fragmento de ADN se realizé mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR). Los oligonucle6tidos utilizados tienen una secuencia de 19-22
nucleotidos en 3’ complementaria a la region del plasmido flanqueante a los sitios
loxP/HIS3 y unos 45 nucledtidos en 5’ complementarios a los sitios upstream o
downstream correspondientes a la secuencia del gen diana. Cada reaccion se realizo por
duplicado, con un volumen final de 100 pl, se anadi6 1 pl de cada uno de los cebadores
(primers) a 10 pmol/ul, 10 pl de dNTPs a 2 mM, 1 pul (10 ng) de ADN molde, 10 pul de
tampon de PCR 10x comercial (Thermo Scientific), 10 ul de MgCl, a 25 mM (Thermo
Scientific), 1 ul de enzima TrueStart Hot Start Tag DNA Polymerase a 1U/ul (Thermo
Scientific) y 66 ul de H,O. Las condiciones de amplificacion fueron: un paso de
desnaturalizacion, de 5 minutos a 94° C; 35 ciclos de amplificacion (desnaturalizacion
durante 30 seg a 94° C, alineamiento durante 30 seg a 53° C, y extension durante 2 min
a 72° C); y un paso final de elongacion de 10 min a 72° C.

Para comprobar la correcta formacion y amplificacion del cassette de disrupcion se
corrio un gel de agarosa al 1%.

2.1.2. Transformacion de levadura con construccion de disrupcion.

Los amplicones obtenidos fueron purificados con el kit QIAquick PCR Purification
(Qiagen) y utilizados para la transformacion de las células de levadura con las técnicas
descritas en los apartados correspondientes, aunque en la transformacion se
emplearon ~1-2 pg de ADN vy, para permitir la recombinacion homologa, las células se
incubaron durante 3 h a 28°C en medio no selectivo (YPD) previamente a la inoculacion
en placa con medio selectivo YPD+G418 (Agal4)/SD-his (Apdrl y Apdr3).

2.1.3. Verificacion de la delecion.

Las colonias obtenidas fueron aisladas y se extrajo su ADN gendmico para utilizarlo
como molde en una nueva PCR de verificacion. En este caso, los cebadores empleados
eran especificos del promotor del gen delecionado y del cassette. Obteniendo un
producto de 400-500 pb. Ademas, se utiliz un control positivo para comprobar que el
ADN genomico se encontraba en buen estado. En este caso la reaccion tenia un
volumen final de 50 pl, se afiadié 1 pl de cada uno de los primers a 100 pmol/ul, 5 pl de
dNTPs a 2 mM, 1 pl de ADN molde, 5 pl de tampon de PCR 10x comercial (Biotools)
con MgCly, 1 ul de Taq polimerasa a 1U/ul (Biotools) y 36 ul de H,O. Las condiciones
de amplificacion fueron: un paso de desnaturalizacion, de 5 minutos a 94° C; 30 ciclos

de amplificacién (desnaturalizacion durante 30 seg a 94° C, alineamiento durante 30
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sega 53° C, y extension durante 1 min y 30 seg a 72° C); y un paso final de elongacién
de 7mina72°C.

De nuevo se comprobo si la integracion habia sido correcta mediante un gel de agarosa
al 1%.

En el caso de Apdrl y Apdr3, al tratarse de un cambio de marcador de seleccion,
kanMX a HIS3, se verifico este intercambio por seleccion de las colonias que crecieron
en el medio selectivo SD-his pero no lo hicieron en placas de YPD+G418.

3. Plasmidos y construcciones.

Los plasmidos empleados en este trabajo fueron pUG6, pAG413 y pGBKT7 con
diversas construcciones, mostradas en la tabla suplementaria 5. A partir de estos tres
plasmidos se realizaron tres tipos de construcciones, descritas mas adelante.

El plasmido pUG6-lucCP*-Cycl1T-KAN fue empleado para obtener las cepas con las
construcciones luciferasa integrativas (construccion 1). El plasmido pAG413-CYC1A-
lucCP" se utilizo tanto para la construccion 2 (pAG413-3xPDRE-IucCP*) como en la
construccion 3 (pAG413-GAL 1yas-lucCP™). Por dltimo, pGBKT7-ADH1p-Gal4pgp-
myc se emple6 en la construccién 3 (pGBKT7-Gal4pgp-Pdr).

Todas las construcciones desarrolladas en este trabajo estan basadas en el sistema de
luciferasa desestabilizada (Rienzo et al., 2012), explicada en el apartado 8, y cuyo
detalle del gen de luciferasa desestabilizada se muestra en la Figura 6.
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Figura 6. Detalle del gen de luciferasa desestabilizada (lucCP"). El gen de luciferasa desestabilizada
(lucCP™) contiene, junto al gen de luciferasa de luciérnaga (luc), dos motivos de degradacion proteica
(CL1yPEST) yde ARNm (ARE), de forma que no hay acumulacion.

3.1. Construccion 1: Fusion de los promotores PDR5, PDR15, SNQ2, y YOR1 con
lucCP" en el genoma.

La construccion 1 se obtuvo al integrar en el genoma de levadura un fragmento de ADN
con el gen de luciferasa desestabilizada (lucCP™) y el marcador de resistencia a
geneticina G418 (Kan"), con su correspondiente promotor y terminador (TEF2), en lugar

del correspondiente gen de interés. Este fragmento se fusiond al promotor de los
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transportadores multidroga PDR5, PDR15, SNQ2 y YOR1. En la Figura 7 se muestra un

esquema de esta construccion.
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Figura 7. Esquema de la construccion 1. La construccidn 1 se compone de un fragmento de ADN con

el gen de luciferasa desestabilizada (lucCP™), el terminador artificial Cyc1 y el marcador de resistencia a
geneticina G418 (KanMX). Este fragmento, al integrarse en el genoma, queda fusionado al promotor del
gen diana.

Se empleo el plasmido pUG6-lucCP*-Cycl1T-KAN como template para obtener el
fragmento de ADN con la construccion a integrar en el genoma. Para ello, se utilizé la
misma técnica que se describe en el apartado anterior. En este caso, al tratarse de
fragmentos mayores, el tiempo de extensidn durante la amplificacion fue de 4 minutos.

Se muestra una representacion del fragmento amplificado en la Figura 8.
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Figura 8. Cassette de integracién. El fragmento de ADN con el gen de luciferasa desestabilizada
(lucCP™), el terminador artificial Cycl y el marcador de resistencia a geneticina G418 (Kan") se amplifica
utilizando cebadores complementarios en 3” a los extremos de la region del plasmido que queremos
integrar y en 5’ a la secuencia del gen diana (TS).

Una vez obtenido el fragmento de ADN se procedi6 a su purificacion y transformacion
de las células de levadura segun el procedimiento descrito anteriormente. Las colonias
obtenidas se aislaron y se extrajo su ADN genomico para verificar la integracién
mediante PCR y gel de agarosa al 1%, como en el apartado anterior.

3.2. Construccion 2: pAG413-3xPDRE-lucCP”.

La construccion 2 (3xPDRE-IucCP™) se obtuvo al fusionar 3 repeticiones del elemento
PDR (PDRE), con secuencia 5’-CCGCGG-3’, al gen de luciferasa desestabilizada en el
plasmido pAG413-CYC1A-lucCP*. En la Figura 9 se muestra un esquema de esta

construccion.
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Figura 9. Esquema construccion 2 (pAG413-3xPDRE-lucCP™). La construccién 2 contiene, en el
plasmido pAG413-CYC1A-lucCP*, 3 repeticiones del elemento PDR (3XPDRE), el promotor CYCI1A, y
el gen de luciferasa desestabilizada (lucCP™). En la figura se muestra el sitio de corte de la enzima de
restriccion empleada (BspEl).

En primer lugar, se obtuvo el fragmento de ADN con las 3 repeticiones PDRE
(3XPDRE) mediante hibridacion (5 minutos a 95°C) de oligonucleotidos sintéticos
fosforilados (BspEI-EcoRV-3xPdrl-1 y BspEI-EcoRV-3xPdrl-2). El plasmido
PAG413-CYC1A-lucCP" se digirié con la enzima de restriccion BspEl (Kpn2) durante
2 horas a 55°C y tratado con fosfatasa alcalina durante 1 hora a 37°C para evitar la
recircularizacién del plasmido. A continuacion, se purificé el vector digerido y
desfosforilado con el kit QIAquick PCR Purification (Qiagen). La ligacion entre vector
e inserto se realizd6 empleando el kit Quick Ligation kit (New England Biolabs). El
producto de ligacion fue empleado en la transformacién de bacterias DH5a segun el
protocolo habitual. Las colonias obtenidas fueron cultivadas en tubos de precultivo con
LB liguido suplementado con ampicilina, y se les extrajo y purificé el ADN plasmidico
(minipreps) empleando el kit Nucleospin Plasmid (Macherey Nagel). A continuacién, se
verifico la insercion mediante digestion con EcoRV (1h a 37°C), ya que tenemos sitio
de corte en inserto y vector, y visualizacion en gel de electroforesis al 1%.

Las cepas de levadura se transformaron con el plasmido portador de la construccion
3xPDRE-lucCP* segun la técnica habitual y se seleccionaron las colonias positivas en

medio sélido SD-his.
3.3. Construccion 3: Sistema binario GAL1yas-lucCP* y Galdpgp-Pdr.

La construccion 3 se compone de dos plasmidos (pAG413-GAL1yas-lucCP™ vy
pGBKT7-Gal4pgp-Pdr).

El vector pAG413-GAL 1yas-lucCP” se obtuvo fusionando la parte del promotor GAL1
que contiene las secuencias UAS (Upstream Activation Sequence), especificas para
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union de Gal4, al gen de luciferasa desestabilizada (IucCP™) en el plasmido pAG413-
CYCI1A-lucCP". Las secuencias UAS son potenciadores o enhancers en la activacion
de la transcripcion del gen. En este caso, encontramos 4 regiones UAS con secuencia
CGG(11N)CCG. En la Figura 10 se muestra un esquema de este vector.
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Figura 10. Esquema pAG413-GAL1yas-lucCP*. El vector pAG413-GAL1yas-lucCP” contiene, en el
plasmido pAG413-CYC1A-lucCP*, un inserto con la region del promotor GAL1 donde se encuentran las
4 secuencias UAS especificas de unién de Gal4 (GAL1yas), el promotor CYC1A, y el gen de luciferasa
desestabilizada (lucCP*). En la figura se muestra los sitios de corte de las enzimas de restriccion
empleadas (Munl y BspEl).

El fragmento de ADN con las secuencias UAS se obtuvo a partir de ADN genémico de
la cepa de levadura W303-1A. Para ello, se amplifico el inserto empleando cebadores
que incorporaban en sus extremos 5’ sitios de corte para las endonucleasas Munl
(GallUAS-Munl) y BspEI (GallUAS-Kpn2l). La reaccion de amplificacion tenia un
volumen final de 100 pl, se afiadié 1 pul de cada uno de los primers a 100 pmol/ul, 10ul
de dNTPs a 2 mM, 1 pl de ADN molde, 10 pl de tampén de PCR 10x comercial
(Biotools) con MgCl,, 1 ul de Taq polimerasa a 1U/ul (Biotools) y 76 ul de H,O. Las
condiciones de amplificacion fueron: un paso de desnaturalizacion, de 5 minutos a
94°C; 35 ciclos de amplificacidn (desnaturalizacion durante 30 seg a 94°C, alineamiento
durante 30 seg a 53°C, y extension durante 1 min a 72°C); y un paso final de elongacién
de 7 min a 72° C. Se comprob6 si la amplificacion habia sido correcta mediante un gel

de agarosa al 1% y se purifico el amplicén con el kit QIAquick PCR Purification
(Qiagen).

El inserto y el plasmido pAG413-CYC1A-lucCP" se digirieron con las enzimas de
restriccion Munl y BspEIl (Kpn2) durante 2 horas a 55°C (BspEl) y overnight (o/n) a
37°C (ambas). A continuacién, se purificaron inserto y vector con QIAquick PCR
Purification (Qiagen) y Geneclean® Turbo Kit (QBiogene, Inc), respectivamente.La
ligacion entre vector e inserto se realizé empleando Rapid DNA Ligation Kit (Thermo
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Scientific). El producto de ligacion fue empleado en la transformacion de bacterias
DH5a competentes segin el protocolo habitual. Las colonias obtenidas fueron
cultivadas en tubos de precultivo con LB liquido suplementado con ampicilina, y se les
extrajo y purifico el ADN plasmidico empleando el kit NucleoSpin Plasmid (Macherey
Nagel). A continuacion, se verifico la insercion mediante digestion con Munl y BspEl,
y por PCR empleando el cebador GallUAS correspondienteal inserto y un cebador
interno del gen luciferasa (LucSeqRev) con el extremo 3’ hacia el inicio del gen. De

nuevo, se visualizé con gel de electroforesis al 1%.

Por su parte, el vector pGBKT7-Gal4pgp-Pdr se consiguio al clonar los distintos
factores de transcripcion PDR, sin el extremo N-terminal con el dominio de union a
ADN, en el plasmido pGBKT7-ADH1p-Gal4pgp-myc, fusionandolos al dominio de

unién a ADN de Gal4 (Gal4dpgp), como se muestra en la Figura 11.
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Figura 11. Esquema de pGBKT7-Galdpgp-Pdr. El vector pGBKT7-Gal4pgp-Pdr contiene, en el

plasmido pGBKT7-ADH1p-Gal4pgp-myc, un inserto con la secuencia del factor de transcripcion Pdr

correspondiente con las regiones de unidén a xenobiéticos (XBD) y de activacion (AD), pero sin el
dominio de unién a ADN (DBD). El inserto Pdr se clona junto al dominio de unién a ADN de Gal4
(Gal4pgp), sustituyendo al propio. Ademas, se encuentra el promotor constitutivo ADH1, y un epitopo c-
myc que permite la deteccion de la proteina fusion por métodos inmunoldgicos. En la figura se muestra
los sitios de corte de las enzimas de restriccion empleadas (Ncol/EcoRI y BamHI).

En primer lugar, se obtuvieron los insertos con los factores de transcripcion Pdr a partir
de ADN genomico de la cepa de levadura BY4741 mediante PCR. Para la amplificacion
del inserto se emplearon cebadores que incorporaban en sus extremos 5’ sitios de corte
para las endonucleasas Ncol/EcoRIl y BamHI. Cada reaccién de amplificacién se realizé
por duplicado, con un volumen final de 100 pl, se afadido 1 pl de cada uno de los
cebadores (primers) a 10 pmol/ul, 10 pl de dNTPs a 2 mM, 1 pul (10 ng) de ADN molde,
10 pl de tampon de PCR 10x comercial (Thermo Scientific), 10 ul de MgCl, a 25 mM
(Thermo Scientific), 1 pl de enzima TrueStart Hot Start Tag DNA Polymerase a

1U/ul(Thermo Scientific) y 66 ul de H,O. Las condiciones de amplificacion fueron: un
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paso de desnaturalizacion, de 5 minutos a 94° C; 35 ciclos de amplificacion
(desnaturalizacion durante 30 seg a 94° C, alineamiento durante 30 seg a 53° C, y
extension durante 4 min a 72° C); y un paso final de elongacion de 10 min a 72° C. Se
comprobd si la amplificacion habia sido correcta mediante un gel de agarosa al 1% y se

purificd el amplicon con el kit QIAquick PCR Purification (Qiagen).

El inserto y el plasmido pGBKT7-ADH1p-Gal4pgp-myc se digirieron con las enzimas
de restriccion Ncol/EcoRI y BamHI toda la noche (o/n) a 37°C. A continuacion, se
purificaron inserto y vector con QIlAquick PCR Purification (Qiagen) y Geneclean®
Turbo Kit (QBiogene, Inc), respectivamente. La ligacion entre vector e inserto se realizo
empleando Rapid DNA Ligation Kit (Thermo Scientific). El producto de ligacion fue
empleado en la transformacion de bacterias DH5a competentes segin el protocolo
habitual. Las colonias obtenidas fueron cultivadas en tubos de precultivo con LB liquido
suplementado con kanamicina, y se les extrajo y purificé el ADN plasmidico empleando
el kit NucleoSpin Plasmid (Macherey Nagel). A continuacion, se verifico la insercién
mediante digestion con Ncol/EcoRIl y BamHI, y por PCR empleando los cebadores

correspondientesa los insertos. De nuevo, se visualizd con gel de electroforesis al 1%.

La cepa de levadura Agal4 se transformé con ambos plasmidos (pAG413-GAL1yas-
lucCP* y pGBKT7-Gal4pgp-Pdr) segin la técnica habitual y se seleccionaron las

colonias positivas en medio solido SD-his-trp.

4. Oligonucleotidos.

En la tabla suplementaria 6 se muestran los oligonucleétidos utilizados en este trabajo.
5. Técnicas de manipulacion de ADN.

5.1. Técnicas de transferencia genica.

5.1.1. Transformacién de bacterias.

La transformacion se realiz6 a partir de alicuotas de un stock de células competentes de
E. coli. A cada tubo, se afiadieron aproximadamente 100 ng de DNA plasmidico, y se
incubo durante 30 minutos en hielo. Se sometio a las células a un shock térmico durante
45 segundos a 42° C, e, inmediatamente, se depositaron de nuevo en hielo durante 5
minutos. A continuacion, se afiadié 1 ml de medio LB y se incubaron durante 1 hora a

37° C. Los tubos fueron centrifugados (10000 rpm, 1 min), el sobrenadante se desechd y
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las células se cultivaron en medio solido selectivo (LB con ampicilina/kanamicina) a

37° C durante 1-2 dias hasta la aparicion de colonias de transformantes.

5.1.2. Transformacion de levaduras.

La transformacién de levadura se realizé mediante el método del acetato de litio (Gietz
et al., 1995), descrito a continuacion.

Se crecio un cultivo liquido de levadura en 50 ml YPD hasta una densidad Optica de
0,7-1,2 a 600 nm, en el espectrofotometro Eppendorf BioPhotometer Plus y se
centrifugaron las células en un tubo Falcon de 50 ml (3 min, 3000rpm). Se lavaron con
agua estéril y con LiTE 1x estéril (0.1M acetato de litio en 1XTE (10mM Tris/HCI pH
7.6; 1ImM EDTA)), vy el pellet se resuspendido en 500 pl de LiTE 1x. Se incubo las
células durante 15 minutos a 30° C para hacerlas competentes y, a continuacién, se
afiadieron 0,5-5 pg de ADNa 60 pl de células competentes, y se afiadio Sul de una
solucion de ADN monocatenario de salmon al 0,1% y 300 ul de LiTE/40% PEG4000
(9 volimenes de PEG4000 45% y 1 volumen de LiTE 10x), y se mezclé bien con el
vortex. La mezcla se incub6 durante 30 minutos a 30° C, y después durante 20 minutos
a 42° C, para permitir la entrada del ADN en la célula. Finalmente, se centrifugd a
10000 rpm durante 1 minuto, se lavo con agua estéril y se resuspendié el pellet en el
liquido remanente. Las células se sembraron en placas con medio selectivo. Las
colonias de levadura transformadas aparecieron 2-3 dias después de la incubacion de las

placas a 28° C.
5.2. Técnicas de extraccion de ADN.

Para la extraccién de ADN genémico se emple6 un protocolo de aislamiento rapido

del ADN gendmico. En primer lugar se crecié un cultivo de levadura en 3 ml de medio
YPD liquido hasta saturacion en agitacién a 28°C durante toda la noche. Las células se
precipitaron por centrifugacion (10000 rpm, 1 min) en un microtubo eppendorf de 1,5
ml, y el pellet se lavé con agua MiliQ, se resuspendié en 200 pl de tampdn PP (100mM
Tris/HCI pH 7.5, 10mM EDTA, 10ul/ml B-mercaptoetanol, 0.2mg/ml zymolyasa) y se
incubd a 37°C durante 1h para obtener los protoplastos de las células. A continuacion se
afiadio 200 ul de tampon de lisis (0.2M NaOH, 1% SDS), mezclando por inversion, y
se incubo a 65°C durante 20 minutos. Tras la lisis celular, se anadié 200 ul de acetato
potasico 5M pH 5.5 y se mezcld por inversion. Se centrifugd durante 3 minutos a
méaxima velocidad (13000 rpm) y se pasé el sobrenadante a nuevos tubos eppendorf a

los que se afadio 600 ul de isopropanol para precipitar el ADN cromosomico, y se
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centrifugo de nuevo (1 min, 13000rpm). Por altimo, se lavo el pellet con etanol (70%),
se seco bien y se resuspendio en 50 pl de agua.

Para la extraccion de ADN plasmidico se empled el kit NucleoSpin Plasmid

(Macherey-Nagel). De forma resumida, este protocolo consiste en lisar y eliminar los
residuos celulares del cultivo bacteriano con el ADN plasmidico de interés, pasar este
lisado por las columnas del kit para que el ADN sea adsorbido en su membrana, y tras

ser lavado, eluirlo.
5.3. Amplificacion y purificacion de fragmentos de ADN

La amplificacion de fragmentos de ADNespecificos se realizd mediante la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), con la enzima ADN polimerasa (1 U/uL) de Biotools o
con la TrueStart Hot Start Tag DNA polimerase (Thermo Scientific) y adaptando las
condiciones de amplificacion a los cebadores utilizados y el tamafio del amplicén. La
cuantificacion del ADN obtenido se llevé a cabo con el aparato NanoDrop® ND-1000
Spectrophotometer (ThermoScientific), y su calidad y tamafio se comprobd en un gel de
agarosa al 1%. Para purificar los productos de PCR se utilizé el kit QIAquick PCR
Purification (Qiagen), el cual utiliza columnas para adsorber el ADN y posteriormente,
eluirlo. Para purificar fragmentos de ADN de geles, se utiliz6 el Geneclean® Turbo Kit

(QBiogene, Inc), también basado en la purificacion de ADN por columnas.
5.4. Digestion con enzimas de restriccion y electroforesis en gel de agarosa.

El producto de ADN obtenido de extracciones y/o purificaciones fue digerido mediante
enzimas de restriccion para poder comprobar posteriormente en un gel de agarosa al 1%
si estos procesos habian sido satisfactorios.

Las reacciones de digestion contenian 2-5 pl de ADN, 2 pl de tampon de enzima (10x),
1-2 U de enzima (Fermentas) y agua MiliQ hasta un volumen final de 20 ul. Las
reacciones de digestion se incubaron a la temperatura 6ptima de la enzima empleada,
durante 1-2 horas, de forma general.

Los productos de digestion obtenidos, asi como los productos de PCR fueron
comprobados en un gel de agarosa al 1% (0.5g agarosa, 50 ml TAE1x, 1ul de bromuro
de etidio (10 mg/ml)) con tampon 1IXTAE (TAE 50x: 57,1 ml de acido acético glacial,
100 ml de 0,5M EDTA pH 8,0, y agua destilada hasta 1 L). Las muestras fueron
mezcladas con Loading dye 6x (Thermo Scientific) para poder ver el avance en el gel,

se inyectaron en éste, y se dejo correr a un voltaje de 90-100 V durante
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aproximadamente 1 hora. Junto con las muestras se inyectd un marcador de masas
(Massruler) de Thermo Scientific con el que comparar las bandas obtenidas para
conocer su masa aparente.

6. Analisis de expresion de levadura: RT-PCR y microarray

Se llevo a cabo un estudio a nivel transcriptomico en el mutante Apdr5 tratado con las
micotoxinas citrinina (CIT) y ocratoxina A (OTA). Para ello se emple6 la técnica de
microarray y PCR de transcripcion reversa (RT-PCR) como técnica de confirmacion. Al
trabajar con ARN se mantuvieron las muestras en hielo durante el experimento y se
tuvo especial cuidado en el tratamiento del material utilizado para evitar la degradacion
y contaminacion de las muestras.

6.1. Toma de muestras.

Se crecieron cultivos de levadura Apdr5, en matraces con medio SD, hasta una ODggo=2
y se sometieron a cuatro tratamientos distintos: control (no estrés), citrinina (200 ppm
durante 60 min), ocratoxina A (200 ppm durante 30 min), y una combinacion de ambas
(100 ppm cada una durante 30 min). Se tomaron 4 alicuotas de 10 ml de los cultivos
para cada uno de los tratamientos en los tiempos correspondientes. Cada una de estas
alicuotas se centrifugaron (3 min, 3000 rpm) para precipitar las células, y
posteriormente, se lavd el pellet con agua MilliQ fria. Se mantuvieron a -20°C hasta
obtener todas.

6.2. Extraccion de ARN con el método del “fenol acido”(pH = 4.3).

Se resuspendieron las muestras en 400 ul de tampon TES (10mM Tris / HCI pH = 7.5,
10mM EDTA, 0.5% SDS). A continuacion se afadieron 400 pl de fenol acido y se
mezcl6 bien con vortex. Se incubaron las muestras a 65°C durante 45 minutos y se
pusieron seguidamente en hielo 5 minutos. Para separar el ARN del fenol, se
centrifugaron las muestras durante 1 minuto a 10000 rpm. La fase acuosa se transfirio a
un nuevo tubo eppendorf y se volvid a afiadir 400 pl de fenol acido, se mezclo y
centrifugd (10000 rpm, 1 min). De nuevo, el sobrenadante se pasd a nuevos microtubos
y se anadieron 40 pl de acetato de sodio 3M con pH=5 y 2.5 volumenes de etanol. A
continuacion se centrifugaron las muestras a 14000 rpm durante 10 minutos. Tras
desechar el sobrenadante se lavo el pellet con etanol (70%), centrifugando a 14000 rpm
durante 5 minutos. Tras ello, se seco bien el pellet y se resuspendio en 100 pul de agua
MilliQ.

38



Materiales y métodos

La cantidad de ARN presente en cada una de las muestras se cuantifico mediante el
espectrofotometro NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific). Para
comprobar la calidad del ARN extraido se analizaron las muestras mediante un gel de
agarosa al 1% en tampén 1 x MAE (10x MAE: 0.2 M MOPS pH=7, ajustando el pH
con NaOH, 50 mM Acetato de Sodio, 10 mM EDTA) con formaldehido (2%). El
tampdn de electroforesis se prepard con 100mL de tampén MAE 10x y 30 mL de
formaldehido al 37%, en un volumen final de 1L. Antes de cargarlas en el gel, se
mezclaron 10uL de muestracon 40uL de tampon de carga (2,2mL deformamida, 0,8mL
de formaldehido, 0,5mL de tampon MAE 10x, 0,4mL de glicerol al 80%, y 0,1mL de
azul de bromofenol al 2%) y 2uL de bromuro de etidio al 0,1%. La mezcla se calenté a
56° C durante 10 min y se corrieron en elgel a 150V durante 2-3 horas, para poder
comprobar la aparicion de los rRNAs a 3,5y 1,8 kb.

6.3. Purificacion del ARN total.

Una vez determinada la calidad del ARN, se eliminé el ADN residual de la muestra con
la enzima DNasal (DNase | Amplification Grade (1 U/uL) de Invitrogen) y se empled
un inhibidor de ribonucleasas (RNase Out, Invitrogen) para evitar la degradacion del
ARN. Se incubd 30 min a 37° C una mezcla con 50pg de RNA total, 10uL de tampon
10x, 2ul de enzima DNasa I, 1uL de inhibidor de ribonucleasas y agua, hasta un
volumen de 100uL. Tras este tratamiento se emple6 RNeasy Mini Kit (Qiagen) para
purificar y concentrar el ARN. En resumen, se pasé la muestra por columnas del kit
para retener el ARN en su membrana y posteriormente eluirlo purificado. De nuevo, se
cuantificé el ARN total con el NanoDrop.

6.4. Analisis mediante microarray.

6.4.1. Hibridacion en cristales.

El ARN purificado fue enviado al Servicio de Genomica del Instituto de Biologia
Molecular y Celular de Plantas (IBMCP (Valencia, Espafia)) donde se realizd el resto
del proceso experimental del anélisis transcriptomico. Resumidamente, las muestras
fueron marcadas con el fluoréforo Cianina-3 (Cy3), hibridadas en 4 cristales Yeast
Gene Expression 8*15K Microarray (Agilent), y escaneadas con el escaner Agilent
DNA Microarray Scanner (G2505B). Los datos crudos se obtuvieron empleando

Feature Extraction software 9.5.1.
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6.4.2. Analisis bioinformatico y estadistico.

El andlisis de los datos crudos se realizé empleando el programa GeneSpring 12.6 de
Agilent. Los datos se normalizaron por el método de cuantiles y se analizaron
estadisticamente con el t-Test de Student. Se seleccionaron las diferencias significativas
en expresion génica empleando un p-value <0.05. Para evitar la deteccion de falsos
positivos, se aplicd una correccion de test multiples (Bonferroni FWER) que permitid
obtener p-values corregidos. Los grupos funcionales de genes significativos fueron
identificados mediante la herramienta YeastMine Gene Ontology (GO) de la base de
datos Saccharomyces cerevisiae Genome Database (SGD). Este experimento, con los
datos obtenidos, se registré en Gene Expression Omnibus (GEO) Database con el
namero de acceso GSE84187.

6.5. RT-PCR.

Para comprobar el resultado del microarray se observo el nivel transcripcional del gen
GRE2 mediante la técnica PCR de transcripcion reversa (RT-PCR) a partir del ARN
purificado previamente (ver apartado 6.3).

6.5.1. Sintesis de ADNCc por transcripcion reversa.

Se utilizd el kit Superscript 111: cDNA first strand synthesis de Invitrogen. Las
muestras se trataron por duplicado, por un lado en tubos denominados “RT” y que
contenian la enzima retrotranscriptasa, y por otro, en tubos denominados “no RT”, a los
que no se les adiciond posteriormente la enzima y sirvieron de controles. Los tubos
contenian 5 pl de cada una de las muestras de RNA tratadas con DNasal, 1ul de 50 uM
de cebador oligo (dT)20, 1l de 10 mM de mezcla de ANTPs y 3 pul de agua MilliQ. Las
mezclas de reaccion obtenidas se incubaron a 65 °C durante 5 minutos para
desnaturalizar las hebras del ARN, y a continuacién se pusieron en hielo al menos
durante 1 minuto, para asi permitir la union de los cebadores a las colas poli-A del ARN
mensajero. A cada una de las muestras se les adiciono en el siguiente orden: 2ul del
tampon 10x de la Retrotranscriptasa, 4yl de 25 mM MgCly, 2ul de 0.1 M DTT, 1ul de
RNaseOut 40 U/ul y 1ul de la enzima SuperScriptlll RT 200U/ul. Este ultimo
componente se sustituyd por agua en el caso de los controles “no RT”. Se mezcl6 bien e
incubamos a 50 °C durante 50 minutos e inmediatamente después se pusieron durante 5
minutos a 85 °C para detener la reaccion y luego en hielo. Tras una répida

centrifugacion, se les afiadio 1ul de RNasaH y se incubaron durante 20 minutos a 37°C.
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Una vez transcurridos los 20 minutos, se afadieron 90 pl de agua MilliQ y se
almacenaron las muestras a -20°C hasta emplearlas en el anélisis de RT-qPCR.

6.5.2. Andlisis mediante PCR cuantitativa a tiempo real (RT-qPCR).

Una vez obtenido el ADNCc se analizaron los niveles de expresion mediante RT-qPCR.
El volumen de reaccion fue 20 ul, por lo que cada una de ellas contenia 6 ul de la
mezcla a 3,3 uM de primers, 4 pul de ADNc molde y 10 ul de Master Mix (para 100
reacciones: 1000 ul de Fast EvaGreen qPCR Master Mix (Biotium) y 12 ul de 5(6)-
carboxy-X-rodamina (ROX, diluido a 0.1 uM en DMSO). Estas reacciones de PCR
cuantitativa, se llevaron a cabo mediante un detector de secuencias Applied
Biosystem'™7500 Fast, siguiendo las condiciones que se muestran a continuacion:
desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 2 minutos, a continuacion 40 ciclos de 5
segundos a 95°C, 5 segundos a 53°C y 30 segundos a 72°C (extension).

A partir de las curvas de amplificacion se compararon los Ct (Threshold Cycle)
correspondientes a las distintas muestras para poder determinar la abundancia de ARN.
Para ello, los valores de Ct obtenidos para cada uno de los genes, se compararon
relativamente con respecto al gen ACT1, gen de referencia empleado, puesto que no
varia su expresion. El andlisis de la expresion génica normalizada frente al gen de

referencia se realizé mediante la siguiente formula; 261ACTI-CRE),
7. Técnicas de manipulacion de proteinas.

7.1. Obtencion de extractos proteicos totales.

La obtencidon de extractos proteicos se realizd por dos métodos: hervido en tampon
Laemmli y agitacion con bolas. En ambos casos, las muestras y extractos se trataron con
cuidado y en hielo durante todo el proceso, para evitar su degradacion y contaminacion.
7.1.1. Obtencion de extractos proteicos totales por hervido en tampén Laemmli.
Para la obtencion de extractos proteicos totales se empled el método de hervido en
tampon Laemmli. Se crecieron células de levadura en medio SD hasta una ODgg = 0,8-
1,2 y se tomaron alicuotas de 10 ml. A continuacion, se centrifugaron 5 minutos a
3.000 rpm y se lavaron con agua fria. La composicion del tampon Laemmli 5X es de
0,3M de Tris/HCI pH 6,8, 7,5% de SDS, 0,1M de DTT, 10mM de EDTA, 30% de
sacarosa y 0,25 mg/ml de azul de bromofenol. Seguidamente, se afiadieron 150 pl de
tampon Laemmli 2X (a partir de stock Laemmli 5X: 0,3 M de Tris/HCI pH 6,8, 7,5% de
SDS, 0,1 M de DTT, 10 mM de EDTA, 30% de sacarosa y 0,25 mg/ml de azul de

41



Materiales y métodos

bromofenol) y se hirvio durante 5 minutos a 95°C. Por ultimo, el extracto obtenido fue
almacenado a -20°C hasta su uso.

7.1.2. Obtencion de extractos proteicos totales por agitacion con bolas.

En primer lugar, se crecieron cada una de las cepas en medio selectivo hasta una
ODgpo=1. Se tomaron 10 ml de cultivo y se sedimentaron las células por centrifugacion
(1500 rpm, 3 min, 4°C). A continuacion, se lavaron las células, primero con 1 ml de
agua MQ fria y luego con 1 ml de tampdn de extraccion A (50 mM Tris/HCI pH=7,5;
15 mM EDTA; 2 mM DTT,; 0,1% Tritén X-100; 150 mM NaCl) frio. Tras el lavado, las
células se resuspendieron en 1 ml de tampon A con 1 mM de PMSF y un inhibidor de
proteasas (cOmplete™”, Mini, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail (Roche), 1 tableta
en 10 ml). Seguidamente, las células resuspendidas se transfirieron a microtubos de 2
ml y se afiadieron aproximadamente 500 pl de bolas de vidrio (0,5 mM Glass Beads,
Biospec Products, Inc.). Se rompieron las células mediante agitacion fuerte, empleando
el equipo Precellys® Evolution (Bertin Technologies). Para ello, se realizaron dos
ciclos de agitacion durante 20 segundos a 7.500 rpm, con un descanso de 30 segundos
entre éstos. Este protocolo se repitid 3 veces, dejando las muestras en hielo durante un
minuto entre agitaciones. Tras la ruptura de las células, se centrifugaron a 4°C durante 5
minutos a 10.000 rpm. El sobrenadante se transfirié a nuevos tubos de 1,5 ml y se
afiadié 1/5 vol de tampon de carga 5x Laemmli. Por ultimo, se hirvieron las muestras a
95 °C durante 5 minutos y se almacenaron a -20°C hasta su uso.

7.2. Electroforesis de proteinas.

La electroforesis de proteinas se realizé empleando el sistema Mini Protean 3 (BioRad),
en el que se utilizan geles de poliacrilamida al 10% en condiciones desnaturalizantes
(SDS-PAGE), de forma que la movilidad de las proteinas depende s6lo de su peso
molecular. Los geles tienen dos capas: de empaquetamiento y de separacion en funcion
del tamafio. La capa de empaquetamiento se compone de 4% de
acrilamida:bisacrilamida 40:0,8, 0,1% de SDS, 125 mM de Tris/HCI, 1% de APS y
0,1% de TEMED a pH 6,8. La capa de separacion se compone de 12% de
acrilamida:bisacrilamida 40:0,8, 0,1% de SDS, 375 mM de Tris/HCI, 1% de APS y
0,1% de TEMED a pH 8,8. La electroforesis se llevo a cabo a voltaje constante de 70-
80 V y con el tampon de resolucion SDS-PAGE 1X (0,19 M de glicina 'y 0,1% de SDS
ajustado a pH 8,3 con Tris). Las muestras se inyectaron en el gel junto al marcador de

pesos moleculares PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Fermentas).
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7.3. Transferencia a membrana de proteinas (Western Blot).

Tras separar las proteinas en el gel, fueron transferidas a membranas para que mejoraran
su accesibilidad en las reacciones de deteccion mediante anticuerpos. Se emplearon las
membranas de Immunoblot® PVDF 0,45 um (Amersham ™ Hybond™, GE Healthcare)
y se utilizo el sistema Mini-Trans Blot (BioRad) para transferir las proteinas mediante
corriente eléctrica. El tampdn de transferencia utilizado estaba compuesto por SDS-
PAGE 1X y metanol al 20% para permitir la ruptura del complejo SDS-proteina y
facilitar su union a la membrana. La transferencia se realizé a 10V y a 4°C durante toda
la noche.

A continuacion, se realizd la tincion de las membranas con DirectBlue 71 (DB71) al
0,008% para comprobar la eficiencia de la transferencia y como control de carga. Las
membranas de PVDF se sumergieron en la solucion de tincién durante 5 minutos con
agitacion y el exceso de colorante se elimind mediante la solucion de lavado (40% de
etanol absoluto y 10% de &cido acético glacial). Por Gltimo, se escaned la membrana y
se eliminod la tincidn con la solucion de destefiido (50% de etanol absoluto y 1 M de
bicarbonato sédico) durante 10-15 minutos.

7.4. Deteccion inmunoldgica de proteinas.

En primer lugar, se bloquearon los sitios de union no especificos lavando la membrana
en solucion de blogueo, compuesta por leche en polvo al 2% en TBS 1X (TBS 10X:
1,5M de NaCl y 0,2 M de Tris/HCI a pH 7,6) en agitacion durante 30 minutos. A
continuacion, se incubd la membrana en solucion de bloqueo con el anticuerpo primario
especifico, el anticuerpo monoclonal de ratén a-myc (Roche), en una dilucién 1:5000,
durante 1 hora en agitacion. Tras esta incubacion se lavé la membrana 3 veces durante
10 minutos con tampdén TBS 1X para eliminar el exceso de anticuerpo primario.
Posteriormente, se incubd en TBS 1X con el anticuerpo secundario (a-HRP-ratén) en
dilucion 1:10000 durante 1 hora en agitacion. Finalmente, se realizaron 3 lavados de 10
minutos con TBS 1X.

La deteccion se realiz6 mediante el sistema ECL™ Prime Western Blotting Detection
System (GE Healthcare — Amersham Biosciences). Este sistema permite, gracias a la
existencia de peroxidasa en el segundo anticuerpo utilizado, detectar las proteinas de
interés. La sefial de quimioluminiscencia se obtuvo de forma electronica mediante la
camara LAS-3000 (Fujifilm).
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8. Sistema luciferasa.

El sistema luciferasa (Rienzo et al.,, 2012) es un sistema reportero basado en la
cuantificacion, en tiempo real, de la expresion de luciferasa en células vivas de
levadura, al someterlas a un estrés. La estructura de este sistema se muestra en la Figura
12.

|IucCP+

Figura 12. Esquema del sistema luciferasa. El sistema luciferasa contiene la secuencia de un promotor de interés
fusionado al gen de luciferasa desestabilizada (lucCP*). El gen lucCP*contiene, junto al gen de luciferasa de
luciérnaga, dos motivos de degradacion proteica (hCL1 y hPEST) y de ARNm (ARE), de forma que no hay
acumulacion y se detecta la expresion de la luciferasa a medida que ésta va sucediendo.

En esta tesis, se emplearon variantes del sistema reportero de luciferasa desestabilizada
descrito previamente en Rienzo et al., 2012. Las construcciones empleadas se describen
en el apartado 3.

En primer lugar, las cepas de levadura fueron crecidas en medio minimo SD
suplementado con aminoédcidos, en funcién de su auxotrofia, durante toda la noche,
hasta una ODggo~2. A continuacion, se incubaron los cultivos con luciferina (Synchem)
a 0,5mM (a partir de stock 10mM) durante 60 min a 28°C en agitacion, y se cargaron
alicuotas de 120 pl de cultivo por pocillo, en una placa de 96 pocillos (Nunc). Estos
pocillos se cargaron con un rango de concentraciones del estrés a estudiar. Cada
concentracion de estrés y cepa cargada en la placa se hizo por triplicado.
Inmediatamente después de cargar la placa, se puso en el luminédmetro GloMax
Multidetection System (Promega). Para el analisis de los resultados se normalizaron los
datos por su OD correspondiente y se procesaron empleando Microsoft Excel.

9. Ensayos de sensibilidad: crecimiento en medio sélido (Goteo).

Se realizo una caracterizacion fenotipica de distintas cepas de levadura ante diversas
drogas mediante crecimiento en medio sélido (goteo o droptest). Se crecieron los
cultivos de levadura durante la noche hasta ODggo=1 en medio minimo SD a 28°C en
agitacion. A continuacién, en una placa multipocillo estéril, se realizaron tres diluciones
seriadas (1:10, 1:100, 1:1000) de los cultivos y se les someti0 a determinadas
condiciones de estres. Una vez preparada la placa se utiliz6 un aplicador manual
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(Sigma) para poder depositar las gotas correctamente sobre el medio solido a distintos

tiempos, y se incubaron las placas a 28°C durante 2-3 dias.

45






RESULTADOS






Resultados

CAPITULO 1: MECANISMOS DE TOXICIDAD DE CITRININA (CIT) Y
OCRATOXINA A (OTA).

Las micotoxinas citrinina (CIT) y ocratoxina A (OTA) son dos importantes
contaminantes en alimentos, considerados toxicos para el ser humano. Estos
compuestos suelen aparecer juntos en muchas ocasiones, por lo que se ha sugerido que
puedan tener un efecto sinérgico en su toxicidad. La mayoria de estudios sugieren que
esta toxicidad proviene del estrés oxidativo producido por estas micotoxinas.

En estudios preliminares realizados en el modelo de levadura Saccharomyces cerevisiae
por nuestro laboratorio (Pascual-Ahuir et al., 2014) se observé la activacion de los
promotores de respuesta a estrés GRE2 y SOD2, asi como indicios de la posible
implicacion de ciertos genes de repuesta a estrés oxidativo y de resistencia multidroga,
en células sometidas a la micotoxina citrinina.

En este trabajo se quiso conocer mejor los posibles mecanismos de toxicidad de
citrinina y ocratoxina A, asi como la posible relacion entre estas dos micotoxinas. Para
ello, se realizaron varias aproximaciones: analisis a nivel transcriptomico con
microarray, de expresion génica a través de reporteros luciferasa, y ensayos de
sensibilidad en placa.

1. Perfiles de expresion génica de los promotores GRE2 y SOD2 ante CIT y OTA.
1.1. Respuesta dosis-dependiente de la cepa wild type.

En primer lugar, se estudiaron los perfiles dosis-respuesta de los promotores inducibles
a estrés general (GRE2) y a estrés oxidativo (SOD2) ante distintas condiciones de
citrinina y ocratoxina A. Para ello, empleamos la cepa silvestre BY4741 con plasmidos
de fusion del gen de luciferasa desestabilizada a los promotores GRE2 (GRE2-lucCP*)
(Rienzo et al., 2012) y SOD2 (SOD2-lucCP*) (Dolz-Edo et al., 2013). Los valores
obtenidos tras su cuantificacion en lumindémetro representan la expresion luciferasa
cuantificada por su actividad y medida como unidades de luz relativas, y fueron
normalizados por la OD correspondiente. El resultado se muestra en la Figura 13.
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Figura 13. Perfiles dosis-respuesta de la expresion luciferasa de los promotores GRE2 y SOD2. Las células de la
cepa BY4741 con las construcciones GRE2-IucCP* y SOD2-lucCP* se sometieron a un rango de concentraciones (0,
50, 200 y 400 ppm) de citrinina y ocratoxina A, y se cuantifico la actividad luciferasa con luminémetro por triplicado.
Desviacion estandar del ensayo no supera el 15%.

En la Figura 13 se observan resultados similares para ambos promotores. Los perfiles

dosis-respuesta muestran una activacion transitoria con un aumento progresivo de

actividad luciferasa conforme aumenta la concentracion de micotoxina. En el caso del

tratamiento con OTA parece haber saturacion en la actividad luciferasa alrededor de 200

ppm, mientras que en el tratamiento con CIT la induccion observada alcanza los 400

ppm. Ademas, tanto GRE2 como SOD2 presentan niveles de expresion superiores ante

CIT que ante OTA, y por otra parte, se observa mayor rapidez en alcanzar los picos de

actividad maxima en OTA (aproximadamente 30 min) que en CIT (aproximadamente

60 min). Esto podria indicar que la induccién de estos genes y su participacion en la

respuesta a OTA es mas transitoria y menos importante que en respuesta a CIT.

1.2. Comparacién de wild type y mutante Apdr5 .

Una vez caracterizado el perfil dosis-respuesta a citrinina y ocratoxina A en la cepa
silvestre, se estudio la respuesta a estas micotoxinas en el mutante Apdr5. Pdr5 esta
considerado como uno de los transportadores de membrana multidroga mas importantes
en Saccharomyces cerevisiae, y en estudios anteriores (Pascual-Ahuir et al., 2014) se
comprobd que estaba implicado en la respuesta de defensa ante CIT. Por ello, quisimos
analizar el efecto de estas toxinas en una cepa con dificultades en el transporte
multidroga y asi, poder comparar las posibles diferencias en los perfiles de ambos
promotores.

En la Figura 14 se observan los resultados obtenidos en la comparacion entre la cepa
silvestre y el mutante Apdr5. En estos resultados se muestran mayores niveles de
induccion en la cepa defectuosa en la funcion de Pdr5 en ambos promotores. Esto
podria implicar problemas en la eliminacion de CIT y OTA de la célula al no tener este
transportador de membrana, de forma que estas toxinas se acumularian en el interior de
ésta durante mas tiempo. Estos resultados parecen indicar que Pdr5 tiene un papel
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importante en la respuesta de adaptacion a estas micotoxinas, como ya se habia indicado

anteriormente.
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Figura 14. Comparacion de perfiles dosis-respuesta de la expresion luciferasa de los promotores GRE2 y
SOD2 de wild type y Apdr5. Las células de las cepas BY4741 y Apdr5 con las construcciones GRE2-lucCP* y
SOD2-lucCP* se sometieron a un rango de concentraciones (0, 50, 200 y 400 ppm) de citrinina y ocratoxina A, y se
cuantifico la actividad luciferasa con luminémetro por triplicado. Desviacion estandar del ensayo no supera el 15%.
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1.3. Respuesta de reporteros luciferasa GRE2-lucCP* y SOD2-lucCP* frente a la
combinacion de citrinina y ocratoxina A.

Estudios anteriores (Klaric et al., 2013; Follmann et al., 2014) han sugerido que CIT y
OTA, al aparecer juntas pudieran tener un efecto sinérgico en su toxicidad. Por ello,
para terminar con el estudio de los reporteros GRE2-lucCP* y SOD2-lucCP”, quisimos
estudiar, sobre estas mismas cepas, el posible efecto sinérgico de citrinina y ocratoxina
A al combinar ambas micotoxinas en distintas concentraciones. En la Figura 15 se
muestran los resultados obtenidos.
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Figura 15. Efecto sinérgico de citrinina y ocratoxina A. Las células de las cepas BY4741 y Apdr5 con las
construcciones GRE2-lucCP* y SOD2-lucCP* se sometieron a un rango de concentraciones (0, 50, 200 y 400 ppm)
de citrinina y ocratoxina A por separado y combinadas (50 ppm citrinina con 50/200/400 ppm de ocratoxina A), y se
cuantificé la actividad luciferasa con lumindmetro por triplicado. En la figura se representan los puntos de actividad
méaxima para cada uno de los tratamientos con micotoxinas. Desviacion estandar del ensayo no supera el 15%.

La Figura 15 muestra nuevamente una mayor induccion de ambos promotores en el
mutante Apdr5, asi como las diferencias entre CIT y OTA. Como en los anteriores
ensayos, la actividad luciferasa en el tratamiento con citrinina alcanza valores mas
elevados que en el tratamiento con ocratoxina A. Por su parte, los tratamientos
combinados de micotoxina, al contrario de lo esperado, no mostraron un efecto
sinérgico entre ambas, ya que se observa una induccién de los promotores menor que en
los tratamientos solo con citrinina.

Estos primeros resultados parecen indicar que citrinina y ocratoxina A tienen distintos
efectos sobre los promotores inducibles por estrés GRE2 y SOD2, tanto en la cepa
silvestre como en el mutante de delecion Apdr5. Ademas, Pdr5 parece tener un papel
importante en la detoxificacion de estas micotoxinas, ya que las células defectuosas en
la sintesis de este transportador tienen niveles de induccion de los promotores de
respuesta mayores, probablemente debido a un mayor efecto de estas drogas al no poder
ser eliminadas de la célula eficientemente.

A continuacién, para poder estudiar en mayor profundidad las diferencias observadas
entre citrinina y ocratoxina A realizamos un analisis a nivel transcriptémico.

2. Estudio transcriptomico del mutante Apdr5 sometido a distintas condiciones de
citrinina y ocratoxina A.

2.1. Analisis de expresion genémica mediante microarray.

Tras estudiar la respuesta de los promotores GRE2 y SOD2 con los reporteros luciferasa
al someter las células a distintas condiciones de citrinina y ocratoxina A se observaron
diferencias entre ambas drogas. Para conocer en mas profundidad las diferencias de
expresion en respuesta a estas micotoxinas se realizd un experimento a nivel
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transcriptomico en el mutante Apdr5 bajo cuatro tratamientos distintos: un control sin
micotoxina, 200 ppm de CIT, 200 ppm de OTA, y una combinacion de ambas (100 ppm
de cada una). Tanto la seleccion de la cepa como de la concentracion de micotoxina
para cada tratamiento fue escogida tras los resultados de los experimentos con los
reporteros luciferasa para tratar de optimizar los resultados del experimento con
microarray.

Los resultados obtenidos se exponen a continuacién, mostrando los genes
sobreexpresados con un valor de corte 5 veces mayor al comparar las células tratadas
con las no tratadas (FC>5). Las listas resultantes se muestran en la Tabla 1 para CIT, la
Tabla 2 para OTA, y la Tabla 3 para el tratamiento combinado (CIT/OTA).

Tabla 1. Genes sobreexpresados con FC>5 en tratamiento con 200ppm de CIT.

Gen Nomenclatura FC p-value Descripcion
Standard
YPL171C OYE3 473.09 3.00x10%® NADPH oxidoreductasa con flavina
mononucleétido (FMN)
YFLO56C AAD6 252.36 9.60x10"”’ Aryl-alcohol deshidrogenasa putativa
YDL243C AAD4 252.12 1.77x10% Aryl-alcohol deshidrogenasa putativa
YCLO26C-A FRM2 177.22 1.77x10% Nitroreductasa tipo Il
YLLO60C GTT2 142.38 4.50x10* Glutatién S-transferasa
YBR0O08C FLR1 120.60 1.83x10” Transportador multidroga de membrana
plasmatica de la Major Facilitator
Superfamily(MFS)
YCL026C-B HBN1 61.69 1.81x10 Proteina de funcién desconocida
YGR213C RTA1 57.84 1.77x10% Proteina involucrada en resistencia a 7-
aminocolesterol
YML116W ATR1 54.76 1.45x10% Bomba de eflujo multidroga de la Major
Facilitator Superfamily (MFS)
YKRO76W ECMA4 51.60 6.10x10% Glutatidn transferasa clase omega
YML131W 41.24 9.44x10°% Proteina de funcién desconocida
YHR139C SPS100 35.16 4.78x10”7 Proteina requerida en maduracién de
pared de espora
YFLO57C AAD16 33.52 2.12x10% Aryl-alcohol deshidrogenasa putativa
YDRO11W SNQ2 31.05 6.78x10"’ Transportador de membrana plasmatica
ATP-binding cassette (ABC)
YOL151W GRE2 25.82 2.28x10% Reductasa 3-metilbutanal y
reductasametilglioxal NADPH-dependiente
YKLO86W SRX1 25.63 5.22x10"’ Sulfiredoxina
YDR406W PDR15 18.06 1.12x10% Transportador de membrana plasmatica
ATP-binding cassette (ABC)
YLR108C 16.55 5.77x10%® Proteina de funcién desconocida
YDL020C RPN4 15.80 9.41x10% Factor de transcripcion estimulador de
expresion de genes de proteosoma
YNL117W MLS1 15.05 3.95x10 Malato sintasa
YOR328W PDR10 14.52 2.41x10% Transportador de membrana plasmatica
ATP-binding cassette (ABC)
YHR199C AIM46 13.34 1.58x10™"’ Proteina de funcién desconocida
YHR029C YHI9 12.93 3.86x10"” Proteina de funcién desconocida
YGR256W GND2 10.88 5.58x10"’ 6-fosfogluconato deshidrogenasa
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Resultados

YBR244W

YFLO30OW
YDR453C

YER143W

YNRO74C
YERO042W
YJL101C
YHR138C
YHLO36W
YNL129W
YPR200C
YER103W

YJLO45W
YPLO27W

YGRO10W

YMR169C
YDR132C
YOR162C
YMRO038C
YIL219W
YER142C
YBR0O46C
YNL231C

YPLO91W

YGR281W

YGR197C

YNL155W

YALO54C
YOL119C

YDL168W
YCR0O21C
YBR256C
YORO052C

YOL155C

YMR318C

YJLO82W
YKLO51W

GPX2

AGX1
TSA2

DDI1

AlF1
MXR1
GSH1

MUP3
NRK1
ARR2
SSA4

SMA1

NMA2

ALD3

YRR1
CCs1
HXT9
MAG1
ZTAl
PDR16

GLR1

YOR1

SNG1

Ccuzi

ACS1
MCH4

SFA1
HSP30
RIB5
TMC1

HPF1

ADH6

IML2
SFK1

10.49

10.29
9.61

9.54

9.15
9.01
8.93
8.80
8.61
8.45
8.09
7.80

7.67
7.65

7.54

7.38
7.33
7.23
6.93
6.93
6.82
6.71
6.61

6.49

6.42

6.29

6.15

6.12
6.09

6.05
5.99
5.93
5.85

5.82

5.78

5.77
5.63

3.56x10™°

4.28x10
2.01x107

8.66x10”°

4.46x10"
2.11x10%
1.30x10™”’
1.42x10%
1.13x10™
1.61x10”
1.57x10™*
2.65x10%

3.32x10"7
9.86x10"’

1.02x10%

6.10x10"*
1.74x10%
1.24x10™"
6.96x10%
1.67x10™
5.46x10"
1.13x10™
7.41x10%

1.49x10
2.16x10%
3.47x10"
5.38x10”

3.74x10"
1.27x10”

1.21x10”
5.37x10%
1.15x10%
9.56x10

6.09x10%
7.64x10°%

4.56x10%
6.62x10™°

Fosfolipido hidroperéxido glutatién
peroxidasa
Alanina:glioxylato aminotransferasa (AGT)

Tioredoxin peroxidasa citoplasmatica
estrés-inducible
Proteina de union v-SNARE inducible por
dafio a AND
Efector mitocondrial de muerte celular

Metionina-S-sulféxido reductasa
Gamma glutamilcisteina sintetasa
Proteina de funcién desconocida
Permeasa de baja afinidad a metionina
Nicotinamida ribdsido quinasa
Arsenato reductasa
Proteina de choque térmico de la familia

HSP70
Isozima succinato deshidrogenasa

Proteina involucrada en ensamblaje de
membrana de proespora
Acido nicotinico mononucleétido adenilil
transferasa
Aldehido deshidrogenasa citoplasmatica

Proteina de funcién desconocida
Factor de transcripcion
Chaperona de cobre para Sod1lp
Transportador de hexosa putativo
3-metil-adenina DNA glicosilasa
Quinona reductasa NADPH-dependiente

Proteina de transferencia de
Fosfatidilinositol (PITP)
Glutatidn oxidoreductasa citosdlica y
mitocondrial
Transportador de membrana plasmatica
ATP-binding cassette (ABC)
Proteina implicada en resistencia a
nitrosoguanidina y 6-azauracil
Proteina con papel en ruta ubiquitina-
proteosoma
Acetil-coA sintetasa

Proteina similar a monocarboxilato

permeasas de mamifero

Alcohol y formaldehido deshidrogenasa

Regulador negativo de H'-ATPasa Pmalp

Riboflavin sintasa
Proteina de dedo de zinc de tipo AN1

de funcién desconocida

Manoproteina de reduccién de turbidez
(Haze-protective factor)

Alcohol deshidrogenasa de cadena media
dependiente de NADPH

Proteina de funcién desconocida

Proteina de membrana plasmatica para
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Resultados

YER185W

YIR017C

YHLO24W
YGR243W

YGLO1OW

YDR513W
YHR179W

YDR0O59C
YMR276W

PUG1

MET28

RIM4
MPC3

MPO1

GRX2
OYE2

UBC5
DSK2

5.62

5.61

5.53
5.40

5.35

5.09
5.09

5.05
5.02

3.14x10”

3.48x10™

4.66x10%
7.07x10™%

7.58x10™°

6.09x10%
1.04x10™

2.39x10*

5.01x10™

normalizar niveles de PI4P

Proteina de membrana plasmatica
implicada en transporte de protoporfirinay
hemo
Activador transcripcional basic leucine
Zipper (bZIP) en complejo Cbflp-Metdp-
Met28p
Proteina de unidn a ARN putativa

Subunidad altamente conservada de
portador de piruvato mitocondrial(MPC)
Proteina implicada en el metabolismo de

fitoesfingosina
Glutaredoxina citoplasmica

NADPH oxidorreductasa conservada que
contiene mononucleétido de flavina (FMN)
Enzima conjugadora de ubiquitina

Proteina de unién a poliubiquitina de tipo
ubiquitina enriquecida en nucleos

Tabla 2. Genes sobreexpresados con FC>5 en tratamiento con 200ppm de OTA.

Gen Nomenclatur FC p-value Descripcion
a Standard

YER106W MAM1 60.19 2.77x10°% Monopolin

YGR225W AMA1 57.40 9.19x10™*° Activador del complejo promotor de
anafase meiética (APC/C)

YER179W DMC1 40.52 5.34x10" Recombinasa especifica de meiosis

YOR298W MUM3 33.53 9.62x10™ Proteina de funcién desconocida implicada

en la organizacion de la pared externa de
esporas

YFLO11W HXT10 33.21 1.38x10" Transportador de hexosa putativo

YLLO46C RNP1 27.33 1.08x10"" Ribonucleoproteina

YER104W RTT105 25.99 3.22x10%® Proteina con papel en regulacién de la

transposicién de Tyl

YLR377C FBP1 23.34 1.62x10% Fructosa-1,6-bisfosfatasa

YDR523C SPS1 22.72 6.27x10° Kinasa serina/treonina

YHR176W FMO1 20.24 1.11x10” Monooxigenasa que contiene flavina

YBRO40W FIG1 19.70 1.16x10" Proteina integral de membrana

YGRO59W SPR3 18.63 4.74x10% Septina involucrada en esporulacién

YELO39C CcYc7 16.86 6.54x10"" Citocromo c isoforma 2

YMR101C SRT1 16.73 3.73x10" Forma complejo dehidrodolicil difosfato
syntasa (DDS) con NUS1

YDR218C SPR28 14.07 1.11x10 Septina meidtica

YDR256C CTAL 13.47 7.51x10° Catalasa A

YIL113W SDP1 13.28 2.62x10"" MAP kinasa fosfatasade especidad dual

estrés-inducible
YOL123W HRP1 12.89 1.98x10% Subunidad del complejo del factor de
escision |

YGL254W FZF1 12.55 2.03x10"’ Factor de transcripcion implicado en el
metabolismo del sulfito

YPL201C YIG1 12.44 3.23x10” Proteina que interactta con glicerol 3-

fosfatasa
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Resultados

Q0275

YFLO55W
YDR259C

YPR193C
YOR378W
YLLO42C
YIL101C
YBR0O18C
YELO19C

YPRO40OW
YPLO33C
YLLO57C

YGR142W
YPL279C
YHL022C
YKLO55C

YNLOOSW

YOR297C

YERO53C-A
YPLO27W
YBRO74W

YELO48C

YGR197C

YJR047C
YKLO93W

YGR212W
YCLO26C-A
YELO72W
YMLO54C

YNL187W

YNRO64C
YBRO65C
YPL171C

YGL212W

YOR390W

YMRO69W
YDLO20C

COX3

AGP3
YAP6

HPA2
AMF1
ATG10

XBP1

GAL7

MMS21

TIP41
SRL4
JLP1

BTN2
FEX2
SPO11
OAR1

IDP3

TIM18

SMA1
PFF1

TCA17

SNG1

ANB1
MBR1

SLI1
FRM2
RMD6
CYB2

SWT21

ECM2
OYE3

VAM7
FEX1
NAT4
RPN4

12.31

12.31
11.37

11.29
11.28
11.26
11.07
10.98
10.92

10.90
10.70
10.48

10.34
10.33
10.16
10.00

9.97

9.86

9.82
9.67
9.60

9.59

9.23

9.17
9.05

9.01
8.77
8.73
8.51

8.48

8.46
8.43
8.39

8.37
8.17
8.05
8.04

1.01x10%

2.34x10
1.88x10%

2.74x10%
2.33x10™
3.47x10%
3.43x10™
2.12x10%
6.11x10™°

3.19x10™%
1.75x10
1.82x10%°

2.34x10%
2.64x10""
2.70x10"
2.10x10™

1.42x10%
3.75x10”

7.45x10%
1.50x10"’
5.70x10™%

2.14x10"
7.32x10™%

1.29x10%
3.41x10™%

2.03x10%
1.66x10™
6.39x10"
2.74x10°

6.08x10™°

1.99x10%
9.49x10°
6.43x10%

1.02x10*
3.59x10™°
1.76x10%
3.51x10"”

Subunidad Il de citocromo c oxidasa
(Complejo IV)

Permeasa de aminoacidos de baja afinidad
Factor de transcripcion basic leucine zipper
(bzIP)

Histona tetramérica acetiltransferasa

Transportador NH4+ de baja afinidad
Enzima de conjugacidn tipo E2 conservada
Represor transcripcional
Galactosa-1-fosfato uridil transferasa
SUMO ligasa y componente del complejo

SMC5-SMC6
Proteina que interactta con Tap42p

Proteina de funcidén desconocida

Sulfonato/alfa-ketoglutarato dioxigenasa
Fe(ll)-dependiente
Proteina de unién v-SNARE

Proteina implicada en exportacion de fldor
Proteina especifica de meiosis

3-oxoacil-[proteina transportadora de acil]
reductasa mitocondrial
NADP-dependiente isocitrato
deshidrogenasa peroxisomal
Componente del complejo mitocondrial
TIM22
Proteina de funcidén desconocida

Proteina de funcién desconocida

Proteasa de membrana vacuolar multi-
spanning
Componente del complejo de particulas de
transporte de proteinas (TRAPP) I
Proteina implicada en resistencia a
nitrosoguanidina y 6-azauracil
Factor de elongacion de traduccion elF-5A

Proteina involucrada en funciones
mitocondriales y respuesta al estrés
N-acetiltransferasa
Nitroreductasa tipo Il
Proteina requerida para la esporulacion
Citocromo b2 (L-lactato citocromo-c
oxidoreductasa)

Proteina implicada en el ayuste (splicing) de
ARNmM
Epoxido hidrolasa
Factor de splicing pre-ARNm
NADPH oxidoreductasa con flavina
mononucledtido (FMN)

Proteina vacuolar SNARE
Proteina implicada en exportacion de flior
N-alfa-acetil-transferasa

Factor de transcripcion estimulador de
expresion de genes del proteosoma
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Resultados

YDR171W

YER054C

YPR151C

YGR131W
YELO61C
YDRO79W

YKLO51W

YMRO17W

YDRO11W

YOR152C

YLR312C

YBLO78C

YPL186C
YLR142W
YORO65W
YOL149W

Qo250

YDR402C
YGR243W

YORO05C
YJRO10W
YLR151C
YNL158W

YDR524C

YNLO12W
YGL240W
YDRO76W

YOR192C

YMR251W
YDR185C

YNLO14W
YMLO87C
YNRO34W

HSP42

GIP2

SUE1

FHN1
CIN8
PET100

SFK1

SP0O20

SNQ2

ATG40

ATG39

ATGS8

uUlP4
PUT1
CYT1
DCP1

COX2

DIT2
MPC3

DNL4
MET3
PCD1
PGA1

AGE1

SPO1
DOC1
RADS55

THI72

GTO3
UPS3

HEF3
AIM33
SOL1

8.02

7.89

7.89

7.66
7.64
7.63

7.56

7.52

7.49

7.43

7.41

7.33

7.19
7.08
7.03
6.99

6.68

6.62
6.60

6.56
6.56
6.52
6.33

6.32

6.31
6.30
6.29

6.29

6.26
6.19

6.19
6.17
6.16

6.87x10™°
2.59x10%
9.84x10"’

1.62x10°
1.15x10”
4.29x10°

1.38x10™*
1.72x10%
4.53x10"
4.01x10%
2.53x10"
7.40x10"

4.47x10™*
2.11x10™
4.71x10%
1.35x10™

3.78x10™

1.08x10™%
1.70x10*

5.57x10%
9.83x10”
2.79x10%°
4.04x10*

8.02x10""’

4.68x10%
6.44x10""
1.32x10%

7.85x10™°

2.35x10%
4.77x10%

1.32x10*
1.01x10%
7.19x10""

Proteina de choque térmico pequefia (sHSP)
con actividad chaperona
Subunidad reguladora putativa de la
proteina fosfatasa Glc7p
Proteina requerida para la degradacién de
formas inestables de citocromo ¢
Proteina de funcion desconocida

Proteina motora kinesina

Chaperona que facilita especificamente el
ensamblaje de citocromo c oxidasa
Proteina de membrana plasmatica para
normalizar niveles de PI4P
Subunidad especifica de meiosis del
complejo t-SNARE
Transportador de membrana plasmatica
ATP-binding cassette (ABC)
Receptor de autofagia con un papel en la
degradacion del RE
Receptor de autofagia con un papel en la
degradacion de la RE y el nucleo
Componente de autofagosomas y vesiculas
Cvt
Proteina que interactua con Ulplp

Prolina oxidasa
Citocromo c1

Subunidad del complejo enzimatico de
decapping Dcplp-Dcp2p
Subunidad Il de citocromo c oxidasa
(Complejo IV)
N-formiltirosina oxidasa
Subunidad altamente conservada del
transportador de piruvato mitocondrial
(MPC)

ADN ligasa
ATP sulfurilasa
8-0x0-dGTP difosfatasa

Componente esencial de GPI-
manosiltransferasa Il
Proteina activadora de GTPasa (GAP) para
los factores de ribosilacion de ADP (ARF)
Proteina proespora especifica de meiosis

Factor de procesividad

Proteina que estimula el intercambio de
cadena
Transportador de tiamina o compuesto
relacionado
Glutatién transferasa de clase omega

Proteina mitocondrial de funcidn
desconocida
Factor de elongacion de traduccion EF-3

Proteina de funcién desconocida

Proteina con posible papel en exportacién
de ARNt
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Resultados

YDRO70C
YJR129C

Q0045

YNLO36W
YOR178C

YGRO88W
YDL247W
YCLO66W
YNLO77W

YKLOS5W

YJLO30W

YHLO16C

YNL188W

YGR234W
YCRO40W

YFLO16C

YNL194C

YDR475C
YJR160C
YCR104W

YILO84C

YILO56W
YAR020C

YDR227W
YLR376C

FMP16
EFM3

COoX1

NCE103
GAC1

CTT1
MPH2
HMLALPHA1
APJ1

YJU2

MAD2

DUR3

KAR1

YHB1
MATALPHA1

MDJ1

JIP4
MPH3
PAU3

SDS3

VHR1
PAU7

SIR4
PSY3

6.13
6.08

6.04

5.90
5.86

5.85
5.83
5.74
5.64

5.61

5.61

5.58

5.57

5.56
5.54

5.48

5.39

5.30
5.29
5.25

5.25

5.15
5.01

5.01
5.00

04

3.24x10
4.06x10%

176x10™

4.88x10”
6.08x10™"

8.13x10*
2.28x10”
6.90x10"*
3.33x10

1.29x10%

-04

1.64x10

9.87x10"’

1.64x10*

1.02x10%
6.76x10"%

2.05x10™%

4.89x10*

2.01x10%
8.87x10”
1.92x10%

6.30x10%

3.53x10™
1.56x10*

1.71x10*
6.70x10™°

Proteina de funcién desconocida

Metiltransferasa dependiente de S-
adenosilmetionina
Subunidad | de citocromo c oxidasa
(Complejo IV)

Anhidrasa carbdnica
Subunidad reguladora para la proteina
fosfatasa tipo 1 (PP1) Glc7p
Catalasa T citosdlica

Alfa-glucésido permeasa
Copia silenciada de ALPHA1 en HML

Chaperona con papel en degradacion de
proteinas mediada por SUMO
Proteina esencial requerida para splicing
pre-ARNm
Componente del complejo de control de
ensamblaje del huso
Transportador de membrana plasmatica
para urea y poliaminas
Proteina implicada en cariogamia y
duplicacion del cuerpo del polo del huso
Oxidoreductasa de dxido nitrico

Coactivador transcripcional que regula
genes especificos de apareamiento
Co-chaperona que estimula la actividad
Ssclp ATPasa de la proteina HSP70
Proteina integral de membrana requerida
para esporulacién y contenido de
esfingolipidos en la membrana plasmatica
Proteina de funcidén desconocida

Alfa-glucésido permeasa

Miembro de la familia multigénica
seripauperina
Componente del complejo de histona
deacetilasa Rpd3L
Activador transcripcional

Miembro de la familia multigénica
seripauperina
Regulador de silenciamiento

Componente del complejo Shu (complejo
PCSS)

Tabla 3. Genes sobreexpresados con FC>5 en tratamiento combinado de CIT/OTA.

Gen Nomenclatur FC p-value Descripcion
a Standard

YPL171C OYE3 199.63 1.29x10% NADPH oxidoreductasa con flavina
mononucleétido (FMN)

YDL243C AAD4 46.48 1.49x10% Aryl-alcohol deshidrogenasa putativa

YFLO56C AAD6 41.25 1.16x10"" Aryl-alcohol deshidrogenasa putativa

YLLO60C GTT2 3458  1.44x10% Glutation S-transferasa

YBROO08C FLR1 28.03 1.21x10"” Transportador multidroga de membrana
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Resultados

YML131W
YOL151W

YCLO26C-A
YMR101C

YGR225W

YDLO20C

YDR256C
YGR197C

YKLO51W

YML116W

YGR142W
YHRO87W

YDR406W

YFLO57C
YOL149W

YDR171W

YIL101C
YHR139C

YGR213C

YELO39C
YILO56W
YCLO26C-B
YOL123W
YHLO36W
YKRO76W
YLR108C
YER054C

YOR298W

YHLO24W
YMR169C
YOR028C

YGRO88W
YER103W

YER185W

GRE2

FRM2
SRT1

AMA1

RPN4

CTAl
SNG1

SFK1

ATR1

BTN2
RTC3

PDR15

AAD16
DCP1

HSP42

XBP1
SPS100

RTA1

Cyc7
VHR1
HBN1
HRP1
MUP3
ECM4

GIP2

MUM3

RIM4
ALD3
CIN5

CTT1
SSA4

PUG1

24.18
21.89

21.51
21.35

20.53

19.49

18.79
18.75

18.67

16.26

15.23
14.98

14.21

13.74
13.54

13.52

12.35
12.29

12.11

11.83
10.52
10.47
10.36
9.54
9.40
9.06
8.90

8.85

8.59
8.27
8.23

8.10
7.96

7.45

2.41x10
1.17x10®

1.53x10™%
2.64x10%

3.87x10"
4.24x10*

4.53x10%
5.35x10™

6.62x10%
9.44x10

7.12x10™°
1.01x10™

3.31x10%

1.51x10%
3.61x10”

1.19x10%

3.01x10™
1.95x10""

1.04x10%

4.14x10%
4.95x10"
8.33x10°
2.81x10
6.44x10"
4.12x10"
3.50x10"’
1.55x10"

3.49x10%

4.31x10%
6.99x10
2.47x10"

3.34x10™
1.02x10”

1.07x10”

plasmatica de la Major Facilitator
Superfamily(MFS)

Proteina de funcién desconocida
Reductasa 3-metilbutanal y
reductasametilglioxal NADPH-dependiente
Nitroreductasa tipo Il

Forma complejo dehidrodolicil difosfato
syntasa (DDS) con NUS1
Activador del complejo promotor de anafase
meidtica (APC/C)

Factor de transcripcion estimulador de
expresion de genes de proteosoma
Catalasa A

Proteina implicada en resistencia a
nitrosoguanidina y 6-azauracil
Proteina de membrana plasmatica para
normalizar niveles de P14P
Bomba de eflujo multidroga de la Major
Facilitator Superfamily (MFS)
Proteina de unién v-SNARE

Proteina de funcién desconocida implicada en
el metabolismo del ARN
Transportador de membrana plasmatica ATP-
binding cassette (ABC)
Aryl-alcohol deshidrogenasa putativa

Subunidad del complejo enzimatico decapping
Dcplp-Dcp2p
Proteina de choque térmico pequefia (sHSP)
con actividad chaperona
Represor transcripcional

Proteina requerida en maduracion de la pared
de esporas
Proteina involucrada en resistencia a 7-
aminocolesterol
Citocromo c isoforma 2
Activador transcripcional
Proteina de funcién desconocida
Subunidad del complejo del factor de escisién |
Permeasa de baja afinidad a metionina
Glutatidn transferasa clase omega
Proteina de funcién desconocida
Subunidad reguladora putativa de la proteina
fosfatasa Glc7p
Proteina de funcién desconocida implicada en
la organizacion de la pared externa de esporas
Proteina de unién a ARN putativa
Aldehido deshidrogenasa citoplasmatica
Factor de transcripcion basic leucine zipper

(bZIP) de la familia yAP-1
Catalasa T citosdlica

Proteina de choque térmico de la familia
HSP70
Proteina de membrana plasmatica implicada
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YERO53C-A
YOR152C

YDL204W
YOR065W
YJLO51W

YLR329W

YKRO77W
YHR138C
YPL201C

YDLO25C
YOR178C

YFLO16C

YFLO30W
YKLO86W
YOR328W

YPR151C

YLLO26W
YGR243W

YKLO93W

YNLO36W
YNLOOS8C

YLR343W
YGR223C
YERO60W-A
YNL155W

YHLO21C
YHR199C
YGR281W

YGLO1O0W

ATG40

RTN2
CYT1
IRC8

REC102

MSA2

YIG1

RTK1
GAC1

MDJ1

AGX1
SRX1
PDR10

SUE1

HSP104
MPC3

MBR1

NCE103
ASI3

GAS2
HSV2
FCY22
Ccuzi

AIM17
AlM46
YOR1

MPO1

7.21
7.18

6.65
6.60
6.56

6.54

6.42
6.09
5.99

5.97
5.89

5.81

5.81
5.78
5.76

5.55

5.54
5.53

5.53

5.51
5.46

5.45
5.44
5.24
5.19

5.17
5.16
5.12

5.07

1.56x10™
3.92x10%

1.74x10°
4.43x10°°
5.68x10™”

4.83x10%

6.97x10™°
7.19x10%
4.46x10"7"

3.61x10™
9.69x10%

4.14x10%

1.51x107
5.28x10™
1.96x10%

1.71x10”

4.85x10
5.30x10™”

2.19x10”

5.13x10™
1.69x10”

4.37x10%
1.69x10%
1.17x10
1.90x10”

1.36x10*
1.08x10™%
2.18x10%

3.53x10™%

en transporte de protoporfirinay hemo
Proteina de funcién desconocida

Receptor de autofagia con un papel en la
degradacién del RE
Proteina reticuldn

Citocromo c1

Proteina de funcién desconocida localizada en
extremo de la yema
Proteina implicada en las primeras etapas de la
recombinacién meidtica
Activador transcripcional putativo

Proteina de funcién desconocida

Proteina que interactta con glicerol 3-
fosfatasa
Proteina kinasa putativa

Subunidad reguladora para la proteina
fosfatasa tipo 1 (PP1) Glc7p
Co-chaperona que estimula la actividad Ssc1p
ATPasa de la proteina HSP70
Alanina:glioxylato aminotransferasa (AGT)

Sulfiredoxina

Transportador de membrana plasmatica ATP-
binding cassette (ABC)
Proteina requerida para la degradacién de
formas inestables de citocromo c
Desagregasa

Subunidad altamente conservada de portador
de piruvato mitocondrial(MPC)
Proteina involucrada en funciones
mitocondriales y respuesta al estrés
Anhidrasa carbédnica

Subunidad de la membrana nuclear interna del
complejo ubiquitina ligasa Asi
1,3-beta-glucanosiltransferasa

Proteina de unién a fosfoinositido (PI)
Purina-citosina permeasa putativa
Proteina con papel en ruta ubiquitina-
proteosoma
Proteina de funcién desconocida
Proteina de funcién desconocida

Transportador de membrana plasmatica ATP-

binding cassette (ABC)

Proteina implicada en el metabolismo de
fitoesfingosina

En los distintos tratamientos el numero de genes sobreexpresados variaron, asi cComo sus
grupos funcionales (Tabla 4). En la Tabla 1, donde las células se trataron con citrinina,
se encontraron 70 genes sobreexpresados, cuyos grupos funcionales mayoritariamente
estan relacionados con la respuesta a estrés oxidativo, el mas importante el implicado en
el metabolismo del glutation, conocido antioxidante, y en el transporte de drogas,
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mostrando la importancia de la detoxificacion de la célula a través de los
transportadores, especialmente Sng2, Pdrl5, Pdrl0, Pdrl6, Yorl, Firl, y Atrl. En la
Tabla 2, correspondiente al tratamiento con OTA, se identificaron 115 genes, cuyos
grupos funcionales estdn relacionados mayoritariamente con procesos de desarrollo
celular, como esporulacién y reproduccién. En este caso, el Unico transportador de
xenobidticos moderadamente activo fue Sng2. En la Tabla 3, correspondiente al
tratamiento combinado, aparecen 68 genes sobreexpresados, cuyos grupos funcionales
son una combinacion de los dos tratamientos anteriores.

Tabla 4. Grupos funcionales de genes inducidos por tratamientos con CIT, OTA, y CIT/OTA.

ar p-value
Grupos Gene Ontology
Proceso de oxidacion-reduccién 1.8x10™
Respuesta celular al estrés oxidativo 2.2x10°
Proceso metabdlico del glutation 1.8x10°
Transporte de drogas 1.3x10”
Respuesta a especies reactivas de oxigeno 1.3x10™
OTA p-value
Grupos Gene Ontology
Proceso de desarrollo de un organismo 2.2x10°
Proceso de oxidacién-reduccion 2.0x107
Diferenciacion celular 3.0x10°
Proceso de desarrollo involucrado en la reproduccion 5.4x10°
Esporulacion 1.6x10°
Respuesta celular al estrés oxidativo 5.4x10°
CIT + OTA pvalue
Grupos Gene Ontology
Proceso de oxidacién-reduccion 1.7x107
Transporte de drogas 1.3x10°
Respuesta celular al estrés oxidativo 3.1x10"
Ensamblaje de la pared de esporas 1.4x 107
Proceso de desarrollo de un organismo 4.2x10°

Estos resultados mostraron diferencias significativas en la expresion génica celular en
respuesta a los tratamientos con CIT y OTA. En la Figura 16 se observa que apenas 8
genes (menos del 5%) del total de genes inducidos con estas toxinas, son compartidos
en ambos tratamientos, y que estan relacionados con procesos de oxidacion-reduccion.
El hecho de que estas micotoxinas inducen distintos grupos de genes, parece indicar que
podrian tener distintos efectos bioldgicos en las células.
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Especificos
T

Especificos

PROCESO OXIDACION- OTA
REDUCCION

105

PROCESOS DE DESARROLLO
Y REPRODUCCION

RESPUESTA A DROGAS Y
ESTRES OXIDATIVO

AMBOS 8 SMA1 SFK1 FRM2 SNG1 MPC3 OYE3 RPN4 SNQ2
AADG6 AAD4 HPF1 DSK2 GND2 MLS1 PDR16 GRX2 NRK1 GPX2 SPS100 MET28 GLR1 OYE2 GSH1 HSP30
ALD3 SSA4 RIM4 PUG1 UBC5 ECM4 AAD16 GRE2 ATR1 MXR1 MPO1 RTA1 YRR1 SFA1 ARR2 ACS1
MUP3 CCS1 MAG1 AIF1 FLR1 ZTA1 IML2 YHIS TSA2 CUZ1 DDI1 AGX1 AIM46 RIBS MCH4 TMC1 PDR15
ADHE GTT2 SRX1 NMA2 YOR1 PDR10 HBN1 HXT9
CYT1 GIP2 YIG1 THI72 ATG40 DCP1 SIR4 IDP3 AMAL EFM3 MPH3 JLP1 SPS1 AIM33 PGA1 YJU2 RAD55
SUE1 COX2 ANB1 VHR1 FMP16 TCA17 PCD1 APJ1 ECM2 AMF1 GAL7 MAM1 UIP4 HPA2 MDJ1 FHN1
PUT1 MBR1 SPR28 RNP1 ATG39 CTT1 FMO1 ATG10 MMS21 PAU3 DMC1 NCE103 HRP1 DOC1 FIG1
OTA 105 DUR3 DNL4 SPO20 GAC1 MPH2 HSP42 CYB2 CIN8 FZF1 CTA1 HEF3 Al1 RTT105 TIP41 FEX2 TIM18
COX3 FBP1 MAD2 OAR1 MUM3 YHB1 SPO1 PSY3 CYC7 YAP6 GTO3 SDS3 COX1 SOL1 MET3 AGP3 SRL4
SWT21 AGE1 VAM7 BTN2 SLI1 SPO11 SRT1 XBP1 PET100 ATG8 RMDE HMLALPHA1 SPR3 JIP4 HXT10
UPS3 MATALPHA1 PAU7 PFF1 FEX1 DIT2 NAT4 SDP1 KAR1

T 57

Figura 16. Comparacién de genes inducidos en tratamientos con CIT y OTA con un diagrama de Venn. Se
compararon los genes inducidos con FC>5 para los tratamientos por separado de CIT (rojo) y OTA (verde). La lista
de genes inducidos, exclusivos y comunes, aparecen indicados en la tabla. Los grupos funcionales representativos de
cada conjunto de genes se muestran en el diagrama.

3. Estudio de la posible relacion del estrés oxidativo con los efectos causados por
citrinina y ocratoxina A.

Los resultados de los experimentos transcriptomicos mostraron diferencias en la
induccién de genes entre citrinina y ocratoxina A. En el caso de la exposicion a CIT el
conjunto mayoritario de genes inducidos estaba relacionado con la respuesta a estrés
oxidativo, asi como con la eliminacion de drogas mediante diversos transportadores,
mientras que con OTA esta respuesta se observo de forma mas débil.

Para conocer mejor la posible relacion entre la respuesta a estrés oxidativo y extrusion
de toxicos con la exposicién a CIT y OTA, se realizd, por un lado, un ensayo de
sensibilidad con varios mutantes, y por otro lado, un estudio con reporteros luciferasa.

3.1. Estudio de reporteros luciferasa GRE2-lucCP*, 3xAP1-lucCP*, y PDRS5-
lucCP* sometidos a CITy OTA.

En primer lugar, quisimos estudiar los efectos de CIT y OTA en reporteros inducibles
por distintos estreses para conocer sus perfiles dosis-respuesta y ver las posibles
diferencias entre ellos. Para ello, empleamos el reportero integrativo PDR5-lucCP”
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como control, ya que anteriormente vimos que Pdr5 se activa y participa en la respuesta
a ambas micotoxinas. Ademas, utilizamos otros dos reporteros: GRE2-lucCP*, que
también habiamos empleado antes y es inducible a estrés de forma general, y 3xAP1-
lucCP* (Dolz-Edo et al. 2013), que es un reportero inducible especifico de estrés
oxidativo. Estos reporteros fueron sometidos a un rango de concentraciones de CIT y

OTA vy se cuantificO su actividad en lumindémetro. Los perfiles dosis-respuesta

resultantes se muestran en la Figura 17.
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Figura 17. OTA y CIT inducen reporteros de estrés de forma diferencial. Las células con las construcciones
GRE2-lucCP*, 3xAP1-lucCP* y PDR5-IucCP* se sometieron a un rango de concentraciones (0, 8, 20, 40, 100, 200,
400 y 800 uM) de citrinina y ocratoxina A, y se cuantificd la actividad luciferasa con luminémetro por triplicado.
Desviacion estandar del ensayo no supera el 15%.
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Los perfiles dosis-respuesta mostraron diferencias en funcion del reportero y la droga,
aunque en todos los casos se observo una mayor actividad luciferasa en los tratamientos
con citrinina y a medida que la concentracion de micotoxina aumenta. Para poder
comparar mas facilmente los tres reporteros representamos la actividad méxima (Amax)
para cada concentracion (Figura 18).

120

100
ﬁ-’ —+—CIT GRE2
80 ~=—CIT 3xAP1
60 - A// / / —4—CIT PDRS
—+—OTA GRE2
40 / / / ~=—OTA 3xAP1
/ —4—OTA PDRS5
20

Amax (% r.l.u.)

0 i T |
0 200 400 600 800
Concentracioén (M)

Figura 18. Actividad maxima (Amax) de los reporteros GRE2, 3xAP1, y PDR5-lucCP*. Representacion de la
Amax de los reporteros GRE2-lucCP*, 3xAP1-lucCP* y PDR5-lucCP* tratados con un rango de concentraciones (0,
8, 20, 40, 100, 200, 400 y 800 puM) de citrinina (rojo) y ocratoxina A (verde), y se cuantifico la actividad luciferasa
con luminémetro por triplicado. Los valores maximos de actividad se representan frente a la concentracion de
micotoxina. Los valores Amax fueron ajustados sobre 100.

En la Figura 18 se observa que PDR5 es inducido de forma similar por ambas
micotoxinas, sin embargo, los reporteros especificos de estrés se inducen
mayoritariamente cuando son tratados con citrinina. Concretamente, en el caso del
reportero 3xAP1-lucCP*, cuyos elementos AP1 son exclusivos en respuesta a estrés
oxidativo, solo se induce con CIT.

Estos resultados apoyarian los obtenidos en los experimentos anteriores, donde se
observaron diferencias entre CIT y OTA respecto a los genes inducidos en la respuesta
celular adaptativa a estas micotoxinas, y que indican que CIT causa mas
especificamente dafios oxidativos que OTA, de forma que hay una activacion de genes
implicados en la respuesta antioxidante. Para comprobar el efecto de esta activacion a
nivel génico, se decidié analizar estos resultados a nivel fenotipico empleando mutantes
defectuosos en la adaptacion a estrés oxidativo y transporte multidroga.
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3.2. CIT causa estrés oxidativo que se agrava en mutantes con defectos en la
respuesta antioxidante.

Para conocer mejor la participacion de determinadas proteinas implicadas en la
respuesta antioxidante y como afecta al crecimiento de las células la exposicion a
citrinina y ocratoxina A, se estudio el efecto a nivel fenotipico de estas micotoxinas
comparando células de la cepa silvestre con varios mutantes. Para ello, se realiz6 un
ensayo de sensibilidad en medio sélido con mutantes defectuosos en la adaptacion a

estrés oxidativo (4yapl, Askn7) y en el transporte multidroga (4sng2 y Ayor1l).

WT yap1 skn7 snq2 yor1
Control

CIT 400uM

Control
CIT 400p.M

Control
CIT 400pM

24h

WT yap1 skn7 snq2 yor1
Control
OTA 400uM

Control
OTA 400uM

8h

Control
OTA 400uM

Figura 19. La toxicidad de CIT, pero no de OTA, aumenta en mutantes con defectos en la respuesta
adaptativa a estrés oxidativo o el transporte multidroga. Los mutantes indicados fueron tratados o no con 400uM
de CIT (panel superior) o 400uM de OTA (panel inferior). Se hicieron diluciones seriadas 1:1, 1:10, y 1:100 de los
cultivos y plaquearon en los tiempos indicados en medio YPD s6lido sin micotoxinas.

En la Figura 19 se observa que la falta del factor de transcripcion de defensa a estrés
oxidativo Yap1l, asi como del transportador multidroga Sng2 afecta a la viabilidad de las
células frente a CIT a partir de 8h. Ademas, el efecto de esta toxina es notable en todos
los casos a las 24h. Por el contrario, el tratamiento con OTA no parece afectar a ninguno
de los mutantes estudiados. Estos resultados se corresponden con los ensayos anteriores,

65



Resultados

corroborando la diferencia tanto a nivel de activacion génica como fenotipica en las
celulas sometidas a estas dos micotoxinas.

En conjunto, estos resultados muestran que la exposicion a las micotoxinas citrinina y
ocratoxina A tiene efectos biologicos distintos en las células, es decir, los mecanismos
de toxicidad son diferentes, desencadenando una respuesta de adaptacion distinta frente
a cada una de ellas. Los resultados en este trabajo muestran que CIT causa estrés
oxidativo lo que da lugar a una respuesta transcripcional antioxidante y la expulsion de
los compuestos toxicos a través de los transportadores especificos de drogas de la
membrana. Por su parte, OTA parece producir una desregulacion de genes centrados en
procesos del desarrollo, algunos habitualmente no expresados, como los genes
implicados en la esporulacion, y solo induce levemente una respuesta antioxidante.
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CAPITULO 2: ANALISIS EN TIEMPO REAL DE LA RESPUESTA
MULTIDROGA EN LEVADURA: REGULACION DIFERENCIAL DE LOS
TRANSPORTADORES PDR Y SELECTIVIDAD DE LOS ACTIVADORES
TRANSCRIPCIONALES INVOLUCRADOS.

Las proteinas pertenecientes al sistema PDR (Pleiotropic Drug Resistance) son un
grupo de proteinas con distintas funciones en la respuesta celular de adaptaciéon a
xenobidticos, y que se encuentran conservadas de bacterias a organismos eucaridticos
superiores. Anteriormente, encontramos que diferentes transportadores de membrana
estan regulados de forma distinta ante la exposicién a las micotoxinas citrinina (CIT) y
ocratoxina A (OTA). En esta parte del presente trabajo, quisimos ampliar nuestros
estudios de expresion génica con reporteros luciferasa al sistema de genes PDR de
levadura. Asi, estudiamos la expresion de ciertos transportadores de membrana y la
contribucion individual de varios activadores transcripcionales Pdr a la respuesta
adaptativa de las células cuando son tratadas con diversos xenobioticos, entre ellos, las
micotoxinas citrinina y ocratoxina A.

1. Estudio transcripcional de los transportadores Pdr5, Pdrl5, Sng2 y Yorl
tratados con varios xenobidticos.

El sistema PDR responde a un amplio rango de moléculas xenobioticas estructural y
funcionalmente distintas, en muchos casos hidrofobicas, pero también otros estreses
abidticos (NaCl, H,O,, etc.). En primer lugar, quisimos investigar una posible
regulacion diferencial de distintos transportadores de membrana de la superfamilia de
proteinas ABC en respuesta a diferentes tratamientos toxicos, concretamente, citrinina
(CIT), ocratoxina A (OTA), menadiona (MEN) y peroxido de hidrogeno (H,0,).
Estudiamos la expresién de los transportadores de membrana multidroga Pdr5, Pdrl5,
Sng2, y Yorl, que segun los resultados transcriptomicos del capitulo 1 se activan ante la
presencia de CIT y en algunos casos también OTA. Para ello, empleamos los reporteros
luciferasa integrativos PDR5-, PDR15-, SNQ2-, y YOR1-lucCP" y los sometimos a un
rango de concentraciones de las micotoxinas CIT, y OTA, y los oxidantes MEN, vy
HzOz.

1.1. Respuesta diferencial de transportadores multidroga a las micotoxinas CIT y
OTA.

En primer lugar, sometimos las cepas con los reporteros luciferasa PDR5-, PDR15-,
SNQ2-, y YOR1-lucCP" a un rango de concentraciones de CIT y OTA y cuantificamos
sus perfiles dosis-respuesta en luminémetro. Como en los experimentos luciferasa del
capitulo anterior, los valores obtenidos tras su cuantificacion en lumindémetro
representan la expresion luciferasa cuantificada por su actividad y medida como
unidades de luz relativas, y fueron normalizados por la OD correspondiente (Figura 20).
Para poder comparar mas facilmente los cuatro reporteros representamos la actividad
maxima (Amax) para cada concentracion (Figura 21).
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Figura 20. Pdr5, Pdr15, Sng2 y Yorl responden de forma diferencial a las micotoxinas CIT y OTA. Las células
de la cepa silvestre BY4741 con las construcciones PDR5-, PDR15-, SNQ2- y YOR1-lucCP* se sometieron a un
rango de concentraciones (0, 0.4, 2, 4, 20, 40, 100 y 200 uM) de citrinina y ocratoxina A, y se cuantificaron sus
perfiles dosis-respuesta de la actividad luciferasa con luminémetro por triplicado. Desviacion estandar del ensayo no
supera el 15%

En la Figura 20 se observan distintos perfiles de respuesta no sélo entre los distintos
transportadores, sino también en funcién de la droga y dosis. Estos resultados indicarian
que los cuatro transportadores participarian en la detoxificacién de citrinina y
ocratoxina A, aunque de forma diferencial. La primera diferencia se observa entre las
mismas drogas, con una respuesta inicial mas rapida y transitoria para OTA con
respecto a CIT, que muestra curvas mas amplias en el tiempo, ademas de niveles de
actividad luciferasa méas elevados en general. Este retraso en la induccion ante CIT es
mas notable en el transportador Pdrl5, lo que podria significar que tuviera una funcion
de detoxificacion de CIT secundaria con respecto al resto de transportadores. Ademas,
como observamos en las Figuras 20 y 21, los transportadores Sng2 y Pdr5 serian los
mas activos al someter las celulas a estas micotoxinas, especialmente Sng2, con niveles
de expresion luciferasa mas elevados y que al ser tratado con CIT presenta saturacion
alrededor de una concentracién de 100 uM. Por el contrario, Yorl seria el que menos
responde a estas toxinas.

68



Resultados
14000
12000 ,/A\
10000 /i
/ Y —+—CIT PDR5
—=—CIT PDR15

3 8000
z { e / N e —i—CIT SNa2
E 6000 )/r / \ —e—CIT YOR1
< ——OTAPDRS
4000 /}/ / - —— —B-OTAPDR15
——O0TASNQ2
2000 . = —e—OTAYOR1
—n

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Concentracion (pM)

Figura 21. Comparacion de la activacién de PDR5, PDR15, SNQ2 y YOR1 por CIT y OTA. Representacién de la
Amax de los reporteros PDR5-, PDR15-, SNQ2- y YOR1-lucCP™ tratados con un rango de concentraciones (0, 0.4, 2,
4, 20, 40, 100 y 200 pM) de citrinina (rojo) y ocratoxina A (verde), y se cuantificé la actividad luciferasa con
lumindmetro por triplicado. Los valores maximos de actividad se representan frente a la concentracion de micotoxina.

Estos resultados se corresponderian en gran parte con los obtenidos en el analisis
transcriptomico del capitulo anterior, donde Sng2 es el transportador con niveles de
induccién mas elevados de los tres, y estd presente en ambos tratamientos, y por otra
parte, YOR1 aparece sélo en el tratamiento con citrinina y con la menor induccion de los
tres.

1.2. Respuesta diferencial de transportadores multidroga a menadiona y H,0O..

Tras estudiar los transportadores Pdr5, Pdr15, Sng2 y Yorl al ser sometidos a citrinina 'y
ocratoxina A, quisimos conocer la posible actividad de estos transportadores frente a
otros compuestos, como menadiona y peroxido de oxigeno, dos moléculas ligadas a
estrés oxidativo. Para ello, de nuevo, sometimos las células de levadura con los mismos
reporteros integrativos a un rango de concentraciones de MEN y H,0; y cuantificamos
la actividad luciferasa en lumindémetro (Figura 22).
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Figura 22. Pdr5, Pdr15, Sng2 y Yorl responden de forma diferencial a menadiona y H,O,. Las células de la
cepa silvestre BY4741 con las construcciones PDR5-, PDR15-, SNQ2- y YOR1-lucCP+ se sometieron a un rango de
concentraciones de menadiona (0, 25, 75, 100, 150 y 200 uM) y peréxido de hidrégeno (0, 100, 200, 400, 600 y 800
MM), y se cuantificaron sus perfiles dosis-respuesta de la actividad luciferasa con lumindmetro por triplicado.
Desviacion estandar del ensayo no supera el 15%

Los perfiles dosis-respuesta mostraron diferencias entre los transportadores. Pdrl5
mostrd una induccion minima, mientras que Yorl parece no reaccionar a ninguno de los
compuestos. Por el contrario, tanto Pdr5 como Sng2 vuelven a mostrar actividad,
aunque en mucha menor medida que frente a CIT y OTA. En el caso de Sng2, este
transportador muestra una actividad ligeramente mayor en MEN, pero los perfiles para
ambos compuestos es similar. En cuanto a Pdr5, este transportador muestra diferencias
claras entre MEN y H,0,, observando induccién frente a menadiona, pero mucha menor
actividad con perdxido de hidrogeno. Para observar mas claramente las diferencias entre
los distintos transportadores volvimos a representar la actividad méxima de las curvas
frente a las concentraciones (Figura 23).
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Figura 23. Actividad maxima (Amax) de los reporteros PDR5-, PDR15-, SNQ2- y YORI1-lucCP+.
Representacion de la Amax de los reporteros PDR5-, PDR15-, SNQ2- y YOR1-lucCP+ tratados con un rango de
concentraciones de menadiona (0, 25, 75, 100, 150 y 200 uM) (rojo) y perdxido de hidrégeno (0, 100, 200, 400, 600
y 800 pM) (verde), y se cuantifico la actividad luciferasa con luminémetro por triplicado. Los valores méaximos de
actividad se representan frente a la concentracion de micotoxina.

Pdr5 y Sng2 vuelven a aparecer como los transportadores méas activos de los cuatro,
aunque en este caso, ademas, Sng2 sobresale del resto al ser el Gnico que se induce de
forma significante en el tratamiento con perdxido de hidrogeno. Esta respuesta podria
estar relacionada con la regulacion de Sng2 por parte del factor de transcripcion Stb5,
implicado en la respuesta a estrés oxidativo (Akache and Turcotte, 2002).

2. Funcién de los activadores Pdrl y Pdr3 en la regulacion transcripcional de
transportadores multidroga por CIT.

Tras estudiar los transportadores anteriores en cepas silvestres, quisimos conocer la
respuesta de estos mismos transportadores, a excepcion de Yorl por su leve induccion,
en cepas defectuosas para los reguladores principales en la respuesta multidroga, Apdrl
y Apdr3, y asi tratar de estudiar en mas profundidad la posible funcién diferencial de
estos activadores transcripcionales en la respuesta a citrinina. Los resultados de
actividad luciferasa en unidades relativas de luz fueron tratados dividiendo cada uno de
los puntos por su valor inicial, obteniendo los valores de induccion (Fold Induction)
para cada tratamiento y cepa (Figura 24). De esta forma, pudimos comparar y analizar
mejor las diferencias entre las cepas y transportadores.
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Figura 24. Funcién de Pdrl y Pdr3 en la activacion de Pdr5, Pdrl5 y Sng2 por CIT. Las células de wild type

(WT), Apdrl yApdr3 con las construcciones PDR5-, PDR15-, y SNQ2-lucCP* se sometieron a un rango de
concentraciones de citrinina (0, 5, 10, 20, 40, 100 y 200 pM) y se cuantifico la actividad luciferasa con luminémetro
por triplicado. Los resultados se muestran en niveles de induccion (Fold induction).
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En todos los transportadores estudiados se observo un defecto importante en la
induccion por CIT en ausencia de la funcion de Pdrl. En el caso de los mutantes Apdr3
se observaron ligeras diferencias entre transportadores. En la cepa con el reportero
SNQ2-lucCP* hay retraso y menor induccion comparado con la cepa silvestre, mientras
que en los otros dos reporteros estudiados la respuesta es mayor en el mutante, mas
discreta en el caso de PDR5-lucCP”, pero evidente en PDR15-lucCP*. En la Figura 25
se representan las inducciones méaximas de las curvas frente a las distintas
concentraciones de citrinina para ver mejor estas diferencias.
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Figura 25. Comparacion de las funciones de Pdrl y Pdr3 en la activacion de transportadores multidroga por
CIT. Representacion de los valores maximos de induccion de los reporteros PDR5-, PDR15-, y SNQ2-lucCP+ en las
células de wild type (WT), 4pdrl yApdr3 tratados con a un rango de concentraciones de citrinina (0, 5, 10, 20, 40, 100
y 200 pM) y cuantificando la actividad luciferasa con lumindémetro por triplicado. Los resultados se muestran en
niveles de induccidn (Fold induction). Los valores maximos de induccién (FI) se representan frente a la concentracion
de micotoxina.

Los resultados parecen mostrar que Pdrl es el principal factor implicado en la
regulacion de estos transportadores multidroga durante la adaptacién celular a citrinina
al no observarse apenas induccién cuando éste no esta presente. Por el contrario, Pdr3
parece no estar tan involucrado en esta respuesta adaptativa, y ademas lo hace de forma
dispar en funcion del transportador. Esto podria indicar que su participacion en la
regulacion de estos transportadores fuera secundaria o incluso que actuara como un
regulador negativo en los casos de PDR5 vy, especialmente, PDR15, y como ayudante en
la activacion de SNQ2.
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Ademas, en la Figura 25 podemos apreciar diferencias en la sensibilidad y capacidad de
saturacion de los transportadores, en este caso, independiente de la cepa. Sng2 parece
ser el transportador que antes se satura, alcanzando su maximo a una concentracion de
citrinina de 40uM, mientras que en Pdr5 estaria a 100uM, y en el caso de Pdrl5, llega a
una concentracion de > 200uM. Si nos centramos en la cepa silvestre, parece que, como
ya se observO en anteriores experimentos, Pdr5 y Sng2 serian los transportadores
principales frente a citrinina, mientras que Pdrl5, con unos niveles de induccion
menores y menor sensibilidad, podria actuar como un transportador secundario.

A continuacién, quisimos profundizar mas en la posible implicacion de varios
reguladores Pdr, no s6lo de Pdrl y Pdr3, en la respuesta de adaptacion celular a citrinina
y ocratoxina A.

3. Estudio de los factores de transcripcién Pdr en la respuesta adaptativa celular a
micotoxinas y otros compuestos.

Los transportadores multidroga estan regulados por distintos factores de transcripcion.
De ellos, Pdrl y Pdr3, son considerados los mayores reguladores, especialmente Pdrl.
En el apartado anterior, comprobamos que éste era el caso al someter las células a varias
concentraciones de citrinina.

Aunque Pdrl es el factor de transcripcion principal de los reguladores Pdr conocidos en
levadura, no es el Unico. Ademas, se ha visto que en muchas ocasiones estos factores
reguladores trabajan conjuntamente, e incluso se regulan entre ellos (Mamnun et al.,
2002; Akache and Turcotte, 2002). En este trabajo, junto con Pdrl y Pdr3, nos
centramos en estudiar los factores de transcripcion Pdr8, Yrml, Yrrl, y Stb5. Estos
factores de transcripcién regulan la actividad de los transportadores multidroga
reconociendo secuencias denominadas PDRE que se encuentran en los promotores de
los genes codificantes de las proteinas diana.

3.1. Respuesta adaptativa a citrinina y ocratoxina A a través de los elementos
PDRE.

En primer lugar, estudiamos qué factores de transcripcion respondian a CIT y OTA por
medio de la activacion de los elementos PDRE. Para ello se emplearon, junto con la
cepa silvestre, cepas de levadura defectuosas para dichos factores (Apdrl, Apdr3,
Apdr8, Ayrmil, Ayrrl) que portaban las construcciones 3xPDRE-lucCP*. Sometimos
estas células a un rango de concentraciones de citrinina y ocratoxina A, y cuantificamos
sus respuestas de activacion dependientes de dosis con el luminémetro (Figura 26).
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Figura 26. Funcion de los activadores transcripcionales Pdr en la regulacion génica a través de elementos
PDRE por CIT. Las células de wild type (WT), 4pdrl, Apdr3, Apdr8, Ayrmly Ayrrl con el reportero 3xPDRE-
lucCP* se sometieron a un rango de concentraciones de citrinina (0, 1, 2.5, 5, 10, 20, 40, y 100uM) y se cuantificaron
sus perfiles dosis-respuesta de la actividad luciferasa con luminémetro por triplicado. Los resultados se muestran en
niveles de induccidén (Fold induction).

En la Figura 26 se representan los perfiles dosis-respuesta a varias concentraciones de
citrinina en cada uno de los mutantes (verde) con respecto a la cepa silvestre (rojo).
Como se observd anteriormente en el caso de la regulacion de los transportadores, de
nuevo, las células de mutantes defectuosos para el factor de transcripcion Pdrl, no
muestran actividad. Esta inactividad en el mutante Apdrl también se observé en el
tratamiento con OTA (Figura 27), lo que podria indicar el papel fundamental de Pdrl.
Por el contrario, Apdr8 e Ayrm1, en tratamientos con CIT presentaron mayores niveles
de induccién que la cepa silvestre, aungue no mostraron grandes diferencias cuando se
trataron con OTA.
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Figura 27. Funcion de los activadores transcripcionales Pdr en la regulacién génica a través de elementos PDRE
por OTA. Las células de wild type (WT), Adpdrl, Apdr3, Apdr8, Ayrmly Ayrrl con el reportero 3xPDRE-lucCP+ se
sometieron a un rango de concentraciones de ocratoxina A (0, 1, 2.5, 5, 10, 20, 40, y 100uM) y se cuantificaron sus
perfiles dosis-respuesta de la actividad luciferasa con luminémetro por triplicado. Los resultados se muestran en niveles

de induccién (Fold induction).

Para estudiar y poder comparar mas facilmente ambas condiciones en los distintos
mutantes, representamos los valores maximos de induccion frente a las concentraciones

(Figura 28).
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Figura 28. Comparacion de las funciones de Pdrl, Pdr3, Pdr8, Yrml, e Yrrl en la activacion génica a través de
PDRE por CIT y OTA. Representacion de los valores maximos de induccion del reportero 3xPDRE-IucCP™ en las
células de wild type (WT), Apdrl, Apdr3, Apdr8, Ayrm1y Ayrrl tratados con un rango de concentraciones de citrinina
y ocratoxina A (0, 1, 2.5, 5, 10, 20, 40, y 100uM) y cuantificando la actividad luciferasa con luminémetro por
triplicado. Los resultados se muestran en niveles de induccion (Fold induction). Los valores maximos de induccion
(FI) se representan frente a la concentracién de micotoxina.

Los resultados parecen mostrar que Pdrl es el principal regulador, a través de los
elementos PDRE entre estos factores en la respuesta adaptativa a citrinina y ocratoxina
A, al no observarse actividad en el mutante defectuoso para Pdrl cuando es tratado con
ambas micotoxinas. Por otro lado, también se observo que tanto Apdr8 como Ayrml
presentaban mayor induccidn con respecto a la cepa silvestre en el tratamiento con CIT,
pudiendo implicar que Pdr8 e Yrml tengan algun tipo de papel como reguladores
negativos en la respuesta de adaptacion a esta toxina a través de los elementos PDRE.
Por su parte, ni Pdr3, ni Yrrl, parecen tener un efecto importante en la adaptacion
celular a CIT y OTA a través de los elementos PDRE en levadura.

4. Reconocimiento de xenobioticos por parte de los factores de transcripcion Pdr.

Hasta ahora hemos visto que, por un lado, los transportadores estudiados, Pdr5, Pdrl5,
Sng2 y Yorl, responden con sensibilidad diferente a distintos compuestos quimicos, y
por otro lado, que la eliminacion de los factores de transcripcion Pdrl, Pdr3, Pdr8,
Yrml, e Yrrl, tiene efectos diferenciales en la activacion a través de los PDRE en
respuesta a las micotoxinas CIT y OTA. Por lo tanto, para estudiar en mayor
profundidad la posibilidad de que los factores de transcripcion Pdr reconocen sustratos
de forma diferencial, desarrollamos un sistema experimental que nos permitiera
investigar la interaccion/activacion de estos factores individualmente.

Para ello, empleamos una modificacion del sistema luciferasa general. Las células
contienen dos plasmidos: uno (pGBKT7-Gal4pgp-Pdr) con el dominio de unién a
ADN (DBD) de Gal4 fusionado al dominio de unién a ligando (LBD) de factores de
transcripcion Pdr concretos (Pdrl, Pdr3, Pdr8, Yrm1, Yrrl, y Stb5), y otro plasmido
(PAG413-GAL1yas-lucCP™) con las secuencias de activacion UAS de GAL1 (a la que
se une el DBD Gal4) fusionado al gen de luciferasa desestabilizada. De esta forma, si
hay reconocimiento por parte del factor de transcripcion, podemos cuantificarlo con la
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actividad luciferasa. En la Figura 29 se muestra una representacion del funcionamiento
de este sistema experimental.
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Figura 29. Representacion del sistema de doble plasmido UAS-Pdr. El plasmido pGBKT7-Gal4pgp-Pdrexpresa
de forma constitutiva proteinas con el dominio de unién a ADN (DBD) de Gal4 fusionado al dominio de union a
ligando (LBD) de los factores Pdr, representado aqui con el dominio de unién a xenobidticos (XBD) y el dominio de
activacion (AD). El plasmido pAG413-GAL1as-lucCP™ contiene las secuencias de activacion UAS de GAL1
fusionadas al gen de luciferasa desestabilizada (lucCP*). Las proteinas fusion GAL4pgp-Pdr gp reconocen las
secuencias UAS de GAL1yas-lucCP*. Cuando los compuestos xenobidticos entran en la célula y son reconocidos por
el dominio Pdr gp se produce la activacion, y se observa actividad luciferasa, cuantificAndola en luminémetro.

Para comprobar la expresion de las proteinas fusion Gal4pgp-Pdr gp codificadas por el
plasmido pGBKT7-Gal4pgp-Pdr realizamos un ensayo Western Blot (Figura 30), ya que
este plasmido contiene un epitopo c-myc que permitia detectar la proteina con un
ensayo de inmunoprecipitacion. En este experimento se emplearon cepas de levadura
con fondo genético W303-1A con el gen GAL4 delecionado (Agal4) para aumentar la
actividad luciferasa evitando que la proteina endogena Gal4 compita con nuestra
proteina de fusién. Estas células de levadura fueron transformadas con los plasmidos
pGBKT7-Galdpgp-Pdr y se verificd que la expresidn de nuestras proteinas era correcta
en todos los casos.
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Figura 30. Comprobacion de la expresion constitutiva de proteinas de fusion Gal4pgp-Pdr gp con western Blot.
Se utilizé la cepa de levadura Agal4 expresando con la proteina fusion del factor de transcripcion Pdr indicado. Se
detectaron las proteinas mediante western blot con anticuerpo monoclonal anti-myc (o-myc) y se comparé con la
respectiva carga total de proteinas (total).

4.1. Anlisis bioinforméatico.

En primer lugar quisimos estudiar a nivel de secuencia proteica la relacion entre los
factores de transcripcion Pdr de la familia GAL4 que participan en la respuesta
multidroga (Pdrl, Pdr3, Pdr8, Yrml, Yrrl, y Sth5). Se conoce que esta familia de
factores de transcripcion contiene un cluster de Zinc del tipo Zn,Cysg de union a ADN
(DBD) que se encuentra conservado (Kolaczkowska and Goffeau, 1999), pero apenas
hay informacion sobre la similitud entre dominios de reconocimiento de los
xenobidticos (XBD). A pesar de ello, la mayoria de estudios y revisiones sugieren que
estos dominios pueden variar y estar menos conservados entre los factores de
transcripcion, de forma que se aumente la especificidad y el nimero de compuestos
reconocidos.

En primer lugar, se realiz6 un alineamiento entre las secuencias proteicas de los factores
de transcripcién mas estudiados, Pdrl y Pdr3. Para ello se empled la herramienta Blast
para proteinas de la pagina web del National Center for Biotechnology Information
(NCBI) y se obtuvo un alineamiento con un 34% de similitud de secuencia. A
continuacion, quisimos comparar ambos factores a nivel de los dominios descritos.
Como hemos dicho anteriormente, el DBD esta conservado y descrito, pero no asi el
XBD. Thakur et al., 2008, realizaron un estudio de estos dos factores en respuesta a
azoles, y describieron experimentalmente una regién de reconocimiento a estos
compuestos. Por ello, decidimos realizar un alineamiento entre las regiones XBD
descritas en este estudio para Pdrl (aa352-543) y Pdr3 (aa290-420) (Figura 31).
Ademas, también comparamos las regiones DBD conservadas de estos factores (Figura
32). El resultado obtenido fue una similitud de secuencia del 37% en el dominio XBD,
mientras que la similitud en la region DBD fue del 69%. Esto corrobora la suposicion
de que las regiones XBD no se encuentran muy conservadas para poder permitir la
promiscuidad y diferencias de especificidad entre los factores de transcripcion.
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Pdrl 362 VALVINHLPQPFVRNITGISNSELLSEMNNDISMFGILLKMLDMHKNSYQNFLMEITSNP 421
V  VI+ LPQPF+++ITG + ++L+ +++ SMF I+ +M H+ + FL + S P

Pdr3 331 VISVIHQLPQPFIQSITGFTTTQLIENLHDSFSMFRIVTQMYAQHRKRFAEFLNQAFSLP 390

Pdrl 2422 SVAKNTQSIDVLQE;IHYCQAGEALIALCYSYYNSTL 4538

+ L LCY+YYN L
Pdr3 391 HQEKS----- VL--FSSFCSSEYLLSTLCYAYYNVTL 420

Figura 31. Comparacion de la secuencia aminoacidica de la region XBD de Pdrl y Pdr3. Alineamiento de las
secuencias proteicas de la region XBD de Pdrl (aa352-543) y Pdr3 (aa290-420) con la herramiento Blast del
NCBI.

Pdrl 48 SKVSKACDNCRKRKIKCNGKFPCASCEIYSCECTF 74
SKVS AC NCRKRKIKC GK+PC +C Y CC F
Pdr3 9  SKVSTACVNCRKRKIKCTGKYPCTNCISYDCTCVF 43

Figura 32. Comparacion de la secuencia aminoacidica de la region DBD de Pdrl y Pdr3. Alineamiento de las
secuencias proteicas de la region DBD de Pdrl (aa40-77) y Pdr3 (aa9-49) con la herramiento Blast del NCBI.

No hay mucha informacion detallada sobre los dominios XBD del resto de factores de
transcripcion implicados en la respuesta multidroga, pero quisimos conocer un poco
mejor la relacion filogenética entre ellos previamente a su estudio. Para ello, realizamos
un alineamiento de secuencia proteica empleando la herramienta web CLUSTALW
(Figura 33) y posterior representacion del arbol filogenético (Figura 34).
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Figura 33. Comparacion de las secuencias proteicas de factores de transcripcion Pdr. Alineamiento multiple de
las secuencias proteicas de los factores de transcripcion Pdr mediante programa CLUSTALW. En rojo se indica la
region Zn-cluster DBD, y en verde se indica la principal region XBD. Los aminoacidos conservados estan marcados

en gris.
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Figura 34. Representacion filogenética de factores de transcripcion Pdr.

En la representacion del arbol de similitud de secuencia proteica entre los factores de
transcripcion Pdr (Figura 34), se observa como estos factores se agrupan entre si
formando tres “grupos”: 1) Pdrl y Pdr3, 2) Yrml, Yrrl, y PdrS§, y 3) Stb5.

Tras hacer este estudio previo a nivel de secuencia de los factores de transcripcion
pasamos a analizar experimentalmente la capacidad de reconocimiento de estos factores
a determinados compuestos.

4.2. Estudio del reconocimiento y activacion por compuestos quimicos de los
factores Pdr.

Estudios previos han mostrado la capacidad de los factores de transcripcién Pdr para
reconocer y unirse directamente a diversos azoles (Thakur et al., 2008). En este trabajo,
quisimos desarrollar un sistema experimental que nos permitiese determinar las
sensibilidades y selectividades de la familia Pdr ante diversos xenobioticos. Las células
del mutante Agal4 transformadas con ambos plasmidos (pGBKT7-Galdpgp-Pdr y
PAG413-GAL1yas-lucCP™) fueron sometidas a distintos rangos de concentraciones de
citrinina (Figura 35), ocratoxina A (Figura 36), menadiona (Figura 37), y peroxido de
hidrégeno (Figura 38).
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Figura 35. Comparacion de perfiles de activacion por citrinina de los factores de transcripcion Pdr. Las
células Agal4 con los plasmidos pAG413-GALyas-lucCP* y pGBKT7-Gal4pgp-Pdr especifico para cada factor Pdr
(Pdr1, Pdr3, Pdr8, Yrm1, Yrrl y Stb5) se sometieron a un rango de concentraciones de citrinina (0, 5, 10, 20, 40,
100, 200, y 400pM) y se cuantificd la actividad luciferasa con luminémetro por triplicado. Los resultados se
muestran en niveles de induccién (Fold induction).

Los resultados en el tratamiento con citrinina (Figura 35) mostraron que dos factores de
transcripcion Pdr, Pdrl e Yrrl, participarian en el reconocimiento de la toxina y
activacion del proceso de adaptacion celular a ésta, siendo Pdrl el regulador con mayor
induccion de los dos.
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Figura 36. Comparacion de perfiles de activacion por ocratoxina A de los factores de transcripcion Pdr. Las
células Agal4 con los plasmidos pAG413-GAlLyas-IucCP* y pGBKT7-Gal4pgp-Pdr especifico para cada factor Pdr
(Pdr1, Pdr3, Pdr8, Yrm1, Yrrl y Stb5) se sometieron a un rango de concentraciones de ocratoxina A (0, 2.5, 5, 10,
20, 40, 100, y 200uM) y se cuantificé la actividad luciferasa con luminémetro por triplicado. Los resultados se
muestran en niveles de induccién (Fold induction).

En el caso del tratamiento con OTA (Figura 36), de nuevo, Pdrl e Yrrl mostraron los
niveles de induccion mas altos, pero, mientras que Pdrl parece presentar una
sensibilidad similar tanto para citrinina como ocratoxina A, Yrrl parece ser capaz de
discriminar entre ambas toxinas, presentando mayor sensibilidad a OTA, especialmente
en las concentraciones mas elevadas. Pero ademés de estudiar si estos factores Pdr eran
capaces de activarse al tratar las células con micotoxinas, quisimos comprobar su
capacidad de reconocimiento y activacion por otros compuestos quimicos relacionados
con estrés oxidativo: menadiona y perdxido de hidrégeno.

84



Resultados

7
G ,
E | Pdr3 i
- 5
k]
-E a
= 3
[]
L 2
1 e
0 I (fy
0 20 40 60 80 100 120
7 7 —0-CONTROL
6 | Pdr8 i 6 7 | Yrm1 | —o-5uM
I 5 —A—15uM
E 4 4 —-30pM
k-]
E 3 3 ——50uM
k-
E 2 2 —¢75uM
1 1 ——100pM
0 0 —%—150puM
7 7
6 6
. | stvs
8 5 5
E 3 ¥ 3
S 2 LK,
w ® . RO o
1 «s‘o‘gp\u,:r' g 1

» = AP
SOOI I S T O Cia'e®

-]
-}

[1] 20 40 60 80 100 120

Tiempo (min) Tiempo (min)

Figura 37. Comparacion de perfiles de activacion por menadiona de los factores de transcripcion Pdr. Las
células Agal4 con los plasmidos pAG413-GALyas-lucCP* y pGBKT7-Galdpgp-Pdr especifico para cada factor Pdr
(Pdr1, Pdr3, Pdr8, Yrm1, Yrrly Stb5) se sometieron a un rango de concentraciones de menadiona (0, 5, 15, 30, 50,
75,100, y 150uM) y se cuantificé la actividad luciferasa con lumindémetro por triplicado. Los resultados se muestran
en niveles de induccién (Fold induction).

Los resultados para el tratamiento con menadiona (Figura 37) mostraron induccion en
Pdrl, saturdndose a una concentraciéon de 100 pM, mientras que en el caso del
tratamiento con H,O, (Figura 38) apenas muestra induccion. Por su parte, Stb5 muestra
una induccion leve con menadiona, pero si observamos actividad con perdéxido de
hidrogeno.
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Figura 38. Comparacion de perfiles de activacion por H,O, de los factores de transcripcion Pdr. Las células
Agal4 con los plasmidos pAG413-GALyas-lucCP* y pGBKT7-Gal4pgp-Pdr especifico para cada factor Pdr (Pdri,
Pdr3, Pdr8, Yrm1, Yrrl y Stb5) se sometieron a un rango de concentraciones de H,0, (0, 50, 100, 200, 400, 600,
800uM, y 1mM) y se cuantifico la actividad luciferasa con lumindmetro por triplicado. Los resultados se muestran en
niveles de induccion (Fold induction).

Los resultados de los cuatro tratamientos mostraron como Pdrl, aunque en menor
proporcion cuando las células son sometidas a H,O,, es capaz de reconocer y activar la
expresion de proteinas en respuesta a todos los tratamientos, demostrando un alto grado
de promiscuidad. A continuacion, y para analizar los perfiles dosis-respuesta obtenidos
de forma maés detallada representamos los maximos de induccién de los distintos
factores y tratamientos frente a la concentracion (Figura 39).
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Figura 39. Comparacion de los perfiles dosis-respuesta entre los factores transcripcionales Pdr en respuesta a
diferentes xenobidticos. Representacion de los valores maximos de induccién de los factores Pdr indicados en las
células de levadura Agal4 tratados con un rango de concentraciones de citrinina (CIT) (0, 5, 10, 20, 40, 100, 200, y
400uM), ocratoxina A (OTA) (0, 2.5, 5, 10, 20, 40, 100, y 200uM), menadiona (MEN) (0, 5, 15, 30, 50, 75, 100, y
150uM), y peroxido de hidrégeno (H,0,) (0, 50, 100, 200, 400, 600, 800uM, y 1mM) y cuantificando la actividad
luciferasa con lumindmetro por triplicado. Los resultados se muestran en niveles de induccién (Fold induction). Los
valores méaximos de induccidn (FI) se representan frente a la concentracion.

Al estudiar en conjunto los resultados de los experimentos luciferasa con los seis
factores Pdr utilizados (Figura 39 y Figura 40) se observé que Pdrl parece ser el factor
principal, participando en mayor o menor medida en todos los tratamientos empleados.
Pdrl se activd de forma similar con citrinina y ocratoxina A, y de la misma forma
parece ser el principal factor al someter las células a distintas condiciones de
menadiona. Por el contrario, aunque se observd inducciéon en el tratamiento con
peréxido de hidrégeno, ésta era muy leve. Entre el resto de factores Pdr, Yrrl y Stb5
parecen ser los unicos con algun papel en la activacion transcripcional de genes de
defensa para alguno de los tratamientos estudiados. Yrrl parece participar, junto con
Pdrl, en la activacion de la respuesta adaptativa a citrinina y ocratoxina A, aunque
discriminando entre ambas drogas. Este factor presenta una induccién menor con CIT
que con OTA, y ademas, se satura antes con la primera. De hecho, se observaron niveles
de induccidn bastantes elevados en el tratamiento con OTA a mayores concentraciones.
Por su parte, Stb5 mostré actividad principalmente, aunque no muy elevada, en el
tratamiento con peroxido de hidrogeno, y una induccion muy leve con menadiona.
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Figura 40. Comparacion de los valores de induccion méaxima entre los factores transcripcionales Pdr en
respuesta a diferentes xenobidticos. Representacién de los valores maximos de induccidn de los factores Pdr
indicados en las células de levadura Agal4 tratados con un rango de concentraciones de citrinina (CIT) (0, 5, 10, 20,
40, 100, 200, y 400uM), ocratoxina A (OTA) (0, 2.5, 5, 10, 20, 40, 100, y 200uM), menadiona (MEN) (0, 5, 15, 30,
50, 75, 100, y 150uM), y peroxido de hidrégeno (H,0,) (0, 50, 100, 200, 400, 600, 800uM, y 1mM) y cuantificando la
actividad luciferasa con luminémetro por triplicado. Los resultados se muestran en niveles de induccion (Fold
induction). Los valores maximos de induccion (FI) se representan frente a los distintos factores de transcripcion.

Por tanto, en esta parte de la presente tesis, se analizaron, por un lado los
transportadores multidroga Pdr5, Pdrl5, Sng2, y Yorl, y por otro, los factores de
transcripcion Pdrl, Pdr3, Pdr8, Yrml, Yrrl, y Stb5, en respuesta a diversos tratamientos
xenobioticos.

Los transportadores multidroga estudiados tienen una respuesta diferencial en funcion
del compuesto estudiado y el transportador. Pudimos comprobar que Pdr5 y Sng2, son
los méas activos de los cuatro y suelen tener una respuesta rapida en los primeros
instantes. Por el contrario, PDR15 también parece inducirse ante los xenobidticos
estudiados, pero en niveles menores y como un actor secundario. Por su parte, YORL se
induce muy poco ante CIT y OTA, y nada con menadiona y peroxido de hidrégeno.
Ademas, cabe destacar, que s6lo Sng2 muestra actividad en el tratamiento con H,O, lo
que pudiera tener relacion con ser regulado con el factor de transcripcion Stb5. De
hecho, este factor de transcripcion, ha sido el Unico que ha mostrado una activacion
significativa ante dicho compuesto, corroborando que participa en la respuesta ante
estrés oxidativo.

Entre los factores de transcripcion estudiados cabe destacar la importancia y
promiscuidad de Pdrl. Este regulador participa en todos los tratamientos estudiados,
aunque en menor medida ante perdxido de hidrégeno. Ademas, hemos comprobado que
se encarga de la regulacion de Pdr5, Pdrl5, y Sng2 en tratamiento con CIT. De la
misma manera, se ha podido observar que es el regulador principal en la respuesta ante
CIT y OTA a través de los elementos PDRE. A pesar de ser considerado uno de los
factores de transcripcion principales en respuesta a xenobioticos, Pdr3 no parece tener
una participacion muy activa en la defensa ante las micotoxinas CIT y OTA, ni los
oxidantes menadiona y perdxido de hidrogeno. Del resto de factores de transcripcion
estudiados, destacan Yrrl en la respuesta a CIT y OTA, y Stb5 en la respuesta a H,O,.
Yrrl ha mostrado actividad en ambas toxinas, pero parece ser capaz de discriminar entre
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ambas, e inducir una gran activacion ante OTA. Por su parte, Stb5, como se ha
comentado anteriormente reconoce e induce la activacion transcripcional ante H,0Os,.
Pdr8 e Yrm1 no parecen tener gran participacion en la respuesta de adaptacion a estos
compuestos, excepto como posibles reguladores negativos en respuesta al tratamiento
con citrina a través de los elementos PDRE.

Por Gltimo, ademas de estudiar el papel de estos componentes del sistema PDR, también
hemos desarrollado un sistema binario que nos ha permitido revelar las sensibilidades
de los factores de transcripcion Pdr especificamente, a distintas condiciones de estreses.
Esta técnica nos puede servir para conocer mas ampliamente y de forma rapida y
sencilla, la participacion a nivel individual de cada factor ante un amplio nimero de
compuestos xenobioticos, como otras toxinas o farmacos.
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Discusion

La respuesta a xenobidticos permite a la célula a adaptarse y sobrevivir a la exposicion
ante gran variedad de compuestos exodgenos, como toxinas o farmacos. En esta
respuesta participan distintos tipos de proteinas, como transportadores de membrana,
enzimas detoxificadoras, o factores de transcripcion. En este trabajo nos hemos centrado
en el papel de un conjunto de proteinas de las células de la levadura Saccharomyces
cerevisiae que participan en la respuesta multidroga (MDR) o respuesta pleiotropica a
drogas (PDR). Los compuestos quimicos estudiados fueron toxinas, concretamente las
micotoxinas citrinina (CIT) y ocratoxina A (OTA), y otros dos compuestos quimicos
relacionados con la produccion de estrés oxidativo, especificamente menadiona (MEN)
y perdxido de hidrogeno (H.0,) (Figura 41).
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Figura 41. Estructura molecular de peréxido de hidrdgeno, menadiona, citrinina, y ocratoxina A.

En la primera parte de este trabajo nos hemos centrado en tratar de comprender mejor
cuales son los mecanismos de toxicidad de las micotoxinas citrinina y ocratoxina A. Las
micotoxinas son metabolitos secundarios producidos por hongos filamentosos, muy
diversas entre ellas y que pueden ser dafiinas para el ser humano (Bennet and Klich,
2003). Entre este grupo tan variable de moléculas toxicas se encuentran citrinina (CIT)
y ocratoxina A (OTA). Para conocer mejor sus mecanismos de toxicidad empleamos la
levadura Saccharomyces cerevisiae. Las células de levadura son un modelo excelente
para estudiar la respuesta adaptativa a xenobioticos ya que han desarrollado sistemas de
adaptacion a estrés ambiental muy eficientes que activan rapidamente la transcripcion
de genes de defensa. CIT y OTA producen cambios importantes y rapidos en la
expresion génica de levadura, por lo que la respuesta transcripcional de las células ante
estas toxinas puede compararse de forma cuantitativa a tiempo real con distintos
reporteros especificos, y también a nivel genémico.
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En estudios anteriores (Pascual-Ahuir et al., 2014) observamos como CIT era capaz de
inducir répidamente y de forma transitoria la activacion de ciertos promotores de
respuesta a estrés, y la posible implicacién de proteinas de respuesta a estrés oxidativo y
resistencia multidroga. Continuando con lo observado anteriormente, estudiamos la
respuesta no sélo a CIT sino también a OTA en estos mismos promotores, puesto que
ambas suelen presentarse juntas y en distintas ocasiones se ha indicado que pudieran
tener un efecto sinérgico (Klaric et al., 2013) y sus mecanismos de toxicidad podrian
estar ligados a la produccion de estrés oxidativo (Sorrenti et al., 2013). Los resultados
mostraron que ambas toxinas inducian una respuesta en los promotores estudiados, pero
de forma diferencial, mucho menor en OTA. Aunque no tenemos datos cuantitativos,
podemos suponer que esto es debido a la diferente implicacion de estos promotores ante
las micotoxinas y no a una menor acumulacion en el interior de la célula de OTA, ya
que observamos una rapida induccion y niveles de saturacion a menores
concentraciones. Por tanto, esto indicaria que los mecanismos de la activacion génica de
CIT y OTA no son los mismos. Ademas, contrariamente a lo esperado, no observamos
efectos sinérgicos entre las dos micotoxinas, al no producirse aumento en la expresion
génica ante la presencia de ambas.

Una estrategia de defensa en la detoxificacion celular ante xenobidticos y otros
compuestos toxicos es la activacion de transportadores de la membrana plasmaética
(Jungwirth and Kuchler, 2006). Pdr5 es uno de los transportadores de membrana en
respuesta a xenobidticos mas importante. Al estudiar y comparar los reporteros
anteriormente empleados en mutantes defectuosos en la produccién de este
transportador, se comprobd que tenia un papel en la detoxificacion celular de CIT y
OTA, ya que estos mutantes respondian de forma mas sensible ante ellas, con una clara
induccidn incluso en concentraciones menores. Esto podria ser debido a la acumulacion
de la toxina en el interior de la célula, ya que no podria eliminarla eficientemente.

Tras comprobar la alta sensibilidad de las células defectuosas para Pdr5, se emple6 este
mutante para realizar un experimento a nivel transcriptomico. Los tiempos y
concentraciones fueron seleccionados a partir de los experimentos previos para tratar de
optimizar el experimento, ya que son puntos criticos para la obtencion de buenos
resultados. Esto nos permitié identificar gran ndmero de genes que respondian
positivamente a la exposicién a CIT y OTA, pero distintos en funcion del tratamiento.
Este resultado indicaria que la reprogramacion transcripcional que sucede tras exponer
las células a estas toxinas es distinta en funcion de la micotoxina, es decir, que
posiblemente la forma en que dafian a la célula sea diferente, ya que desencadenan la
activacion de estrategias de defensa distintas.

Citrinina induce la expresion de muchos genes, entre los cuales sobresalen los incluidos
en los grupos funcionales de “transporte de drogas™ y “respuesta a estrés oxidativo”.
Algunos de los genes mas inducidos son codificantes de transportadores multidroga
(FLR1, ATR1, SNQ2, PDR15, PDR10, PDR16, y YOR1), mayoritariamente localizados
en la membrana plasmatica. Lo que podria significar que gran parte del mecanismo de
detoxificacion celular de CIT, al menos en los primeros instantes, estd basado en la
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eliminacidn de esta toxina de la célula. Estos datos se corresponderian con lo observado
en los otros experimentos realizados con mutantes con pérdida de funcion, donde se
detectd sensibilidad por parte de Pdr5, Sng2, y en menor medida, Yorl, al ser tratados
con CIT. Ademas, habria que recordar que en el ensayo transcriptdmico empleamos un
mutante Apdr5, por lo que algunos genes, de forma compensatoria podrian inducirse en
mayor medida, mostrando un fenotipo menor en otros experimentos con CIT. Este
podria ser el caso con Yorl, puesto que se ha visto anteriormente que este transportador,
junto con Pdr5 y Sng2, presentan actividad compensatoria en la defensa a drogas
cuando alguno de ellos no es funcional (Kolaczkowska et al., 2008). Por su parte, OTA
no parece producir un gran impacto en el transporte multidroga, ya que sélo se induce
SNQ?2 y en menor intensidad que con CIT.

Ocratoxina A induce la activacion de genes de grupos funcionales ligados a procesos de
desarrollo del organismo, como la meiosis y la esporulacion. Estos procesos, normales
en celulas diploides de levadura bajo condiciones adecuadas (Govin and Berger, 2009;
Winter, 2012), se encuentran reprimidos en células haploides como las empleadas en
este trabajo. Esta represion génica es controlada epigenéticamente por factores
especificos de unién a ADN que reclutan histona-desacetilasas como la sirtuina Hstl en
los genes de meiosis y esporulacion (Grunstein and Gasser, 2013). Se desconoce como
es el proceso de interferencia en este silenciamiento génico por parte de OTA, pero este
mecanismo parece formar parte de la reprogramacién génica en células cancerigenas
(Chalkiadaki and Guarente, 2015), por lo que podria estar implicado en el posible efecto
carcinogénico de ocratoxina A.

Citrinina y ocratoxina A han sido relacionadas con la produccion de estrés oxidativo,
especialmente en mamiferos (Sorrenti et al., 2013; Kumar et al., 2011; Pascual-Ahuir et
al., 2014) . Los resultados de este trabajo mostraron que el mecanismo de toxicidad mas
predominante en los tratamientos con CIT era la induccién de estrés oxidativo. Tanto
los reporteros luciferasa especificos de estrés como los mutantes defectuosos en la
defensa antioxidante estudiados demostraron gran sensibilidad a esta micotoxina.
Ademas, en el ensayo transcriptomico, como hemos comentado anteriormente, se
activaron genes incluidos en grupos funcionales de respuesta a estrés oxidativo, y
también, mas concretamente, a especies reactivas de oxigeno (ROS), lo que sugiere que
la produccién de ROS es la principal causa de estrés oxidativo en los tratamientos con
CIT. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en otro estudio transcriptomico
realizado previamente con citrinina en levadura (Iwahashi et al., 2007). Por su parte,
OTA parece depender menos de la produccién de estrés oxidativo para producir dafio a
las células. Tanto en el ensayo transcriptdmico como en los experimentos con los
reporteros luciferasa se observd una menor activacién de genes implicados en esta
respuesta, y con menor sensibilidad que con CIT. Por tanto, no parece que el estrés
oxidativo sea el mecanismo de toxicidad primario, coincidiendo con algunos estudios en
mamiferos donde se indica que el dafio producido por OTA no podria ser explicado por
dafio oxidativo (Gayathri et al., 2015; Qi et al., 2014). Aun asi, OTA, al igual que CIT,
produce la induccion de diversos genes implicados en la defensa antioxidante, aunque
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éstos son distintos. OTA, por ejemplo, activa la expresion de catalasas
mitocondriales/peroxisomales (Cttl y Ctal), mientras que CIT estimula las funciones
enzimaéticas implicadas en el metabolismo del glutation (Ecm4, Glrl, Gtt2, y Grx2). Las
diferencias observadas podrian significar que estas micotoxinas producen distintos tipos
de especies ROS, de forma que la respuesta adaptativa celular es diferente.

Los resultados de este trabajo muestran que citrinina y ocratoxina A inducen distintas
estrategias de defensa en las células, lo que sugiere mecanismos de toxicidad distintos.
CIT parece causar estrés oxidativo como principal estrategia, mientras que OTA parece
activar genes que normalmente se encuentran silenciados, como la esporulacion.

Como hemos visto, los genes codificantes de transportadores multidroga se inducen
rdpidamente cuando son expuestos a CIT y, en menor medida, OTA. Estas proteinas de
membrana estan consideradas una primera estrategia de detoxificacion de la célula al
expulsar los compuestos dafiinos, principalmente exdgenos, de ésta (Jungwirth and
Kuchler, 2006). En levadura, los transportadores multidroga de la membrana plasmatica
que eliminan estos compuestos de la célula forman parte del denominado sistema PDR
(pleiotropic drug resistance).

El sistema PDR de levadura confiere a las células tolerancia a un amplio nimero de
compuestos quimicos exdgenos asi como a algunos compuestos toxicos enddgenos al
expulsarlos fuera de éstas. Este sistema esta compuesto por proteinas conservadas de
bacterias a humanos, entre ellos, transportadores multidroga, pero también otro tipo de
proteinas como factores de transcripcion que se encargan de regular su expresion. En
ocasiones, estos transportadores se encuentran sobreexpresados, lo que da lugar a un
fendmeno conocido como resistencia pleiotropica a drogas (PDR) o resistencia a
maultiples drogas (MDR), de donde procede el nombre para este conjunto de proteinas.
Este proceso de resistencia es de gran importancia en diversos tratamientos médicos,
como quimioterapia en cancer, o antifingicos, ya que disminuyen su eficiencia
(Holohan et al., 2013; Paul and Moye-Rowley, 2014). Por esto, estudiar el
funcionamiento de este sistema es necesario para desarrollar estrategias que permitan
reducir el fendmeno de resistencia. En este trabajo quisimos conocer mejor el
funcionamiento del sistema PDR en levadura, concretamente de varios transportadores
multidroga (Pdr5, Pdrl5, Sng2, y Yorl) y factores de transcripcion (Pdrl, Pdr3, Pdr8,
Yrml, Yrrl, y Sth5).

En primer lugar, se quiso conocer la participacion de los transportadores Pdr5, Pdrl5,
Sng2, y Yorl en la respuesta a citrinina, ocratoxina A, menadiona y perdéxido de
hidrogeno. Anteriormente, se comprobd que estos transportadores tenian un papel, en
mayor o menor medida, en el proceso de adaptacion celular frente a CIT y OTA, asi que
decidimos conocer mejor su perfil de respuesta empleando reporteros luciferasa
integrativos. Los resultados mostraron comportamientos diferenciales entre
transportadores y xenobioticos. Pdr5 y Sng2 parecen ser los transportadores principales
en respuesta a las moléculas estudiadas, mientras que Pdrl5 y Yorl no parecen tener
una participacion tan importante, con valores de actividad mucho menores o casi
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inexistentes. Concretamente, al tratar las células con CIT, se observo una activacion
mas rapida de PDR5 y SNQ2, que de PDR15 y YOR1. Estos datos indicarian que Pdr5y
Sng2 actan como transportadores primarios, mientras que Pdrl5 y Yorl serian
transportadores secundarios en la respuesta a CIT. Varios estudios sugieren que Pdr5 y
Pdrl5 actdan de forma complementaria y no solapante en la detoxificacion celular bajo
distintas condiciones metabdlicas o fases de crecimiento (Mamnun et al., 2004; Wolfger
et al., 2004). Los resultados en CIT parecen indicar una posible actividad
complementaria, almenos entre los dos grupos de transportadores, primarios y
secundarios. Por otra parte, también se observa cierto solapamiento en reconocimiento
de sustrato, especialmente entre Pdr5 y Sng2, aunque con distintas sensibilidades. Estos
dos transportadores reconocen multitud de xenobidticos, en muchos casos, como se ha
visto en otros estudios (Kolaczkowska et al., 2008) solapdndose y compensando
defectos de funcion. Esta capacidad de reconocimiento cooperativa podria permitir una
mayor eficiencia en la detoxificacion de las moléculas toxicas durante los primeros
instantes de exposicion.

La capacidad para reconocer gran nimero de sustratos viene dada por la especificidad
de los dominios transmembrana (TMD) (Prasad and Goffeau, 2012), pero estudios entre
transportadores con funciones similares y estructura distinta, como P-glicoproteina y
Pdr5, indicaban que el comportamiento dinamico de estas proteinas, es también
importante (Ernst et al., 2010). Ademas, en tratamientos antifingicos, la capacidad de
compensacion de funcion y solapamiento de reconocimiento de sustrato entre
transportadores supone un gran obstaculo (Kolaczkowska et al., 2008). Esto coincide
con los actuales estudios para desarrollar nuevas terapias frente a la resistencia
multidroga. Estas investigaciones, al no obtener el resultado esperado con inhibidores
directos de transportadores, se estan centrando en disminuir la resistencia multidroga a
través del control de la regulacién de los transportadores, con RNA de interferencia o
moduladores epigenéticos (Robey et al., 2018; Chen et al., 2016; Li et al., 2016). Por
ello, conocer como esté regulada la respuesta en MDR parece un paso fundamental.

En las células de levadura, como en otros hongos y células humanas, las moléculas
toxicas son directamente detectadas por ciertos factores de transcripcién, que a su vez,
activan la expresion de genes de transportadores de membrana para tratar de eliminar
los agentes toxicos del interior de la célula (Thakur et al., 2008). En este trabajo, junto
con el andlisis y cuantificacion de expresion luciferasa en promotores o sitios de
reconocimiento concretos, desarrollamos un sistema binario de plasmidos que nos
permitiera estudiar la respuesta a xenobidticos de varios factores de transcripcion de
forma individualizada. Este es posible al combinar un plasmido con las regiones de
reconocimiento de sustrato (XBD) y activacion (AD) (X-TAD), que se activa
especificamente tras el reconocimiento del sustrato, con otro plasmido que contiene el
gen de la luciferasa desestabilizada. De esta forma pudimos estudiar mas concretamente
la especificidad de dichos reguladores.

La expresion de los transportadores PDR estd controlada por varios factores de
transcripcion entre los que destacan Pdrl y Pdr3. Pdrl y Pdr3 regulan la transcripcién
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de los genes diana a través de sitios de unidon en el promotor del gen y que se
denominan elementos PDRE. Nuestros resultados muestran que Pdrl participa en la
respuesta de todas las moléculas estudiadas, en mayor o menor medida. Este regulador
transcripcional parece ser un factor imprescindible en la activacion de los
transportadores Pdr5, Pdrl5 y Sng2 en la respuesta a CIT, ya que en el ensayo con
mutantes defectuosos de funcion de Pdrl no habia induccion de los genes codificantes
para estos transportadores. Por su parte, Pdr3 parece interactuar de forma diferencial en
funcién del transportador, como regulador positivo en el caso de SNQ2, o negativo en el
caso de PDR5 y PDR15. De todas formas, excepto con PDR15, al que parece reprimir
de forma maés llamativa no parece tener una presencia fundamental en los otros dos
transportadores. Esta capacidad de modulacion de la regulacion, positiva y negativa,
coincide con lo descrito para estos dos factores de transcripcion por Mamnun et al.,
2002, donde se comprob6 que Pdrl y Pdr3 eran muy versatiles en la regulacion de Pdr5,
Sng2 y Yorl a través de los sitios PDRE, formando homo- y heterodimeros. Nuestros
resultados parecen coincidir con este estudio, ademas de incluir el transportador Pdri5.
En general, podemos pensar que el mecanismo mas directo de regulacion negativa entre
los factores de transcripcion Pdr seria la competicion por la union al elemento PDRE
entre un Pdr que no reconoce el xenobidtico (como Pdr3 o Yrml) con uno que
realmente lo hace.

Pdrl también mostr6 un papel fundamental en la respuesta a CIT y OTA a través de los
elementos PDRE en el ensayo comparativo con mutantes defectuosos de funcion para
distintos factores de transcripcion Pdr con reporteros luciferasa. De nuevo, en los
mutantes Apdrl no habia induccién de expresién luciferasa. Contrariamente, otros dos
mutantes de delecion presentaron altos niveles de induccion: Apdr8 e Ayrml. Pdr8 e
Yrml estan poco descritos. Son dos factores de transcripcion Pdr, homdlogos del factor
de transcripcion Yrrl. Ademas, Pdr8 parece formar parte de la regulacion del
transportador multidroga Yorl (Hikkel et al., 2003). Estos datos podrian sugerir una
regulacion negativa de Pdr8 sobre Yorl en el tratamiento con CIT, explicando el nivel
inferior de expresion con respecto al resto de transportadores.

La ultima aproximacion experimental con los factores de transcripcion del sistema PDR
la realizamos desarrollando un sistema binario de plasmidos que nos permitiera analizar
su respuesta a distintas moléculas tdxicas de forma individual a través de la region
XBD. Esta variacién con respecto a los otros ensayos luciferasa nos permite aumentar la
sensibilidad y especificidad del experimento. Los resultados volvieron a mostrar la
importancia de Pdrl. Este factor de transcripcion volvio a aparecer activo en todos los
tratamientos realizados, aunque con niveles distintos, lo que indicaria diferencias en la
capacidad de reconocimiento de las distintas moléculas estudiadas. Entre el resto de
factores de transcripcion estudiados, cabe destacar a Yrrl y Stb5. Yrrl mostrd induccién
tanto en CIT como en OTA, pero los perfiles de la respuesta fueron distintos, indicando
que es capaz de discriminar entre ambas moléculas. Hemos visto que tanto Pdrl como
Yrrl reconocen y activan la expresion génica en respuesta a CIT y OTA, pero, sin
embargo, en el estudio de los elementos PDRE, el mutante con falta de funcién de Yrrl
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no presentd diferencias con la cepa silvestre, mientras que en Apdrl no habia induccion.
Por ello, podemos inferir que Yrrl activa la respuesta a estas micotoxinas a través de
otros sitios de reconocimiento, lo que coincidiria con estudios anteriores (Le Crom S, et
al., 2002). Por su parte, Stb5 fue el factor de transcripcién mas activo ante la presencia
de peroxido de hidrogeno. Esto coincide con lo conocido hasta ahora de este factor, y es
que es importante para la respuesta antioxidante de la levadura de forma aparentemente
independiente del factor de transcripcion Yapl (Akache and Turcotte, 2002). De hecho,
datos recientes de nuestro laboratorio demuestran que Stb5 responde a H,O, de forma
méas sensible que Yapl y activa la transcripcion a través de elementos PDRE
independientemente de Pdrl.

Yrrl y Stb5 son reguladores de algunos transportadores multidroga. Yrrl esta implicado
en el control de Sng2 y Yorl, mientras que Stb5 se encarga de Sng2. Esto parece
coincidir, parcialmente, con lo visto en la respuesta a los distintos tratamientos por parte
de los transportadores. Si nos centramos en Sng2, podemos decir que se activa de forma
similar a Pdrl e Yrrl en los tratamientos de CIT y OTA, y a Stb5 en el tratamiento con
H.0,. Sin embargo, en el caso de Yorl, regulado también por Pdrl e Yrrl, la respuesta
es muy diferente. Estos resultados muestran, una vez mas, la complejidad de los
circuitos regulatorios en la respuesta multidroga. Podemos hacer varias suposiciones de
porqué obtenemos estos perfiles de activacion distintos. Por un lado, podria ser que
algunos promotores tengan mas elementos PDRE, de forma que se produzca un mayor
namero de interacciones entre los factores de transcripcion y el promotor, pero, por otro
lado, parece més probable que la afinidad por los diferentes PDRE varie en funcion del
factor de transcripcion. Por ejemplo, si comparamos los resultados de los experimentos
de los transportadores con los obtenidos empleando el sistema binario, vemos similitud
en la respuesta entre ciertos transportadores y factores de transcripcion, como PDR5 y
Pdrl o SNQ2 e Yrrl en los tratamientos con CIT y OTA, y SNQ2 y Stb5, con H,0..

Otro dato a tener en cuenta en la regulacion de la respuesta multidroga es la capacidad
de algunos de estos factores a formar homo- y heterodimeros. Pdrl y Pdr3 forman
heterodimeros en muchas ocasiones (Mamnun et al., 2002), y también se sabe que Stb5
esta activo formando heterodimero con Pdrl (Akache and Turcotte, 2002; Larochelle et
al., 2006). ¢Pero cual es la funcion bioldgica? Esta conformacion podria tener una
funcion moduladora de la expresion, y de especificidad. Por un lado, se reprime la
expresion, como en el caso del factor Rdrl que forma heterodimeros con Pdrl o Pdr3
compitiendo para unirse a los elementos PDRE (Hellauer et al., 2002). Por otro lado, y
siempre como una suposicion, ya que no tenemos datos experimentales que lo
corroboren, la formacion de heterodimeros podria aumentar la especificidad y eficiencia
de algunos factores de transcripcion. Pdrl es el factor de transcripcion del sistema PDR
mas abundante, encontrandose de forma constitutiva en el nucleo alrededor de 1300
moléculas/celula, mientras que de Pdr3 y Stb5 encuentramos 166 y 279
moléculas/célula, respectivamente (Ghaemmaghami et al., 2003). Los datos presentados
en este trabajo muestran que Pdrl presenta una gran promiscuidad en reconocimiento y
respuesta a distintos xenobidticos, por lo que, capaz de formar tanto homo- como
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heterodimeros, podria actlar de primera respuesta, y ademas, aumentar la eficiencia de
la respuesta celular al formar heterodimeros con factores de transcripcion menos
abundantes y més especificos.

Otro punto a destacar en este trabajo, fue el desarrollo de una variante del sistema
luciferasa desestabilizada que nos permitiera estudiar de forma individual la activacion
de los factores de transcripcidon Pdr. Una caracteristica importante de este sistema es que
todos los factores Pdr estudiados tienen la misma afinidad de union a ADN debido a su
fusion con Galdpgp, Ya que de esta forma podemos ver si hay activacion sin depender
de qué elementos de unién a ADN reconocen ni las diferencias de afinidad. Este sistema
binario nos permitio determinar en tiempo real la sensibilidad de respuesta del sistema
multidroga a diferentes moléculas, concretamente, citrinina, ocratoxina A, menadiona y
perdxido de hidrégeno, y la posibilidad de ampliar el estudio a otras, como farmacos. La
aplicacion de gradientes complejos de farmacos de interés permitiria determinar de
forma cuantitativa la sensibilidad con la cual interacciona cada farmaco con los
diferentes factores Pdr del sistema multidroga. Este conocimiento forma la base para
estudiar tratamientos que evitan la respuesta pleiotropica a farmacos por potenciales
inhibidores del sistema multidroga. El sistema binario se podria aplicar por tanto a
estudios mas biomédicos de la inhibicion del sistema PDR para determinar de forma
rapida y cuantitativa el grado de eficiencia de estos inhibidores.

En resumen, la resistencia multidroga supone un grave problema en el desarrollo de
terapias farmacolodgicas a distintas patologias, ya sea cancer, infecciones bacterianas, o
enfermedades neurologicas. Aqui, hemos tratado de comprender un poco mejor el
funcionamiento del sistema PDR de Saccharomyces cerevisiae desde los
transportadores multidroga a los factores de transcripcion que los regulan empleando
varios xenobi6ticos. Pdr5 y Sng2 se han presentado como los transportadores
multidroga mas activos, seguidos de Pdrl5. Por otra parte, los resultados mostraron el
papel de Pdrl como factor de transcripcion principal en esta respuesta. Ademas, otros
factores parecen participar de forma mas especifica en funcién del sustrato, como
reguladores negativos en el caso de Pdr8, e Yrm1, como reguladores positivos, como
Pdrl, Yrrl, y Stb5, o en el caso de Pdr3, como ambos. Aunque el control de Pdrl sobre
la respuesta de los transportadores a xenobioticos parece clara, todavia quedan
preguntas sobre el modo en que este factor es capaz de reconocer tantas moléculas
distintas y generar respuestas de defensa especificas. Por ello, pudiera ser que la
cooperacidn con otros factores de transcripcién, como los antes mencionados permitan
un aumento en la especificidad de la respuesta. Lo que esta claro, es que es necesario
continuar estudiando esta red de regulacién tan compleja que permita desarrollar nuevas
estrategias mas eficientes en tratamientos farmacologicos.

100



CONCLUSIONES






Conclusiones

Las conclusiones obtenidas a partir de los resultados del presente trabajo son las

siguientes:

1.

10.

Las micotoxinas citrinina y ocratoxina A inducen la expresion de genes para la

defensa a estrés de forma dosis-dependiente.

Citrinina y ocratoxina A provocan respuestas transcriptomicas diferentes en

levadura indicando mecanismos de toxicidad distintos para estas micotoxinas.

Citrinina induce fuertemente la expresion de sistemas antioxidantes y de
transporte de drogas, Yy su toxicidad incrementa en mutantes con defectos en la

defensa a estrés oxidativo y el transporte multidroga, como Ayapl y Asng2.

Ocratoxina A parece desreprimir genes del desarrollo, concretamente de la

meiosis y esporulacion, y sélo activa ligeramente la defensa antioxidante.

Los xenobioticos citrinina, ocratoxina A, menadiona, y perdxido de hidrogeno,
activan la expresion genica de los transportadores multidroga Pdr5, Pdr15, Sng2,

y Yorl con sensibilidades distinguibles.

Pdr5 y Sng2 son los transportadores multidroga mas expresados en presencia de
citrinina, ocratoxina A y menadiona, y sélo SNQ2 se induce en respuesta a
peroxido de hidrégeno.

Pdrl, pero no Pdr3, es el factor de transcripcion con mayor importancia para la

activacién de genes multidroga en respuesta a citrinina.

Los activadores transcripcionales del sistema PDR responden de forma
diferencial a peréxido de hidrégeno, menadiona, citrinina y ocratoxina A.

Pdrl es fundamental en la respuesta a citrinina y ocratoxina A a través de los
elementos PDRE, y participa en la activacion transcripcional en respuesta a los
cuatro xenobioticos estudiados, pero en menor medida frente a peroxido de

hidrogeno.

Yrrl participa en la activacion transcripcional de genes en respuesta a citrinina y
a ocratoxina A de forma diferencial, y Stb5 produce la activacion de la expresion
génica ante perdxido de hidrogeno.
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Conclusiones

11. El empleo de reporteros luciferasa in vivo permite descrifar de forma
cuantitativa vias de toxicidad y selectividades de activadores del sistema
multidroga en respuesta a diferentes clases de xenobioticos.
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Tabla suplementaria 1. Cepas silvestres y mutantes de delecién.

Cepa Genotipo Procedencia
BY4741 MATa; his341; leu240; met1540; ura340 EUROSCARF
Apdrl BY4741 withpdrl::KANMX4 EUROSCARF
Apdr3 BY4741 with pdr3::KANMX4 EUROSCARF
Apdrl BY4741 withpdrl::HIS3 Este trabajo
Apdr3 BY4741 with pdr3::HIS3 Este trabajo
Apdr5 BY4741 with pdr5::KANMX4 EUROSCARF
Apdr8 BY4741 with pdr8::KANMX4 EUROSCARF
Askn7 BY4741 with skn7::KANMX4 EUROSCARF
Asng?2 BY4741 with sng2::KANMX4 EUROSCARF
Ayapl BY4741 with yapl::KANMX4 EUROSCARF
Ayorl BY4741 with yorl::KANMX4 EUROSCARF
Ayrml BY4741 with yrm1::KANMX4 EUROSCARF
Ayrrl BY4741 with yrrl::KANMX4 EUROSCARF
W303-1A MATa; canl-100, his3-11°15, leu2-3’112, trpl-1, Ramon Serrano
ura3-1, ade2-1
Agal4 W303-1A with gal4::KANMX4 Este trabajo

Tabla suplementaria 2. Cepas con construccion plasmidica lucCP”,

Cepa Genotipo Procedencia

BY4741-3xAP1- BY4741 with plasmid pAG413-3xAP1-LucCP* MarkusProft / Amparo

lucCP* Pascual

BY4741-GRE2- BY4741 with plasmid pAG413-GRE2-LucCP* MarkusProft / Amparo

lucCP* Pascual

Apdr5-GRE2-lucCP™  BY4741 with pdr5::KAN with plasmid pAG413- Este trabajo
GRE2-lucCP*

BY4741-SOD2- BY4741 with plasmid pAG413-SOD2-LucCP* MarkusProft / Amparo

lucCP* Pascual

Apdr5-SOD2-lucCP*  BY4741 with pdr5::KAN with plasmid pAG413- Este trabajo
SOD2-lucCP*

BY4741-3xPDRE- BY4741 with plasmid pAG413-3xPDRE-LucCP* Este trabajo

lucCP*

Apdrl-3xPDRE- BY4741 with pdrl::KAN with plasmid pAG413- Este trabajo

lucCP* 3XPDRE-lucCP*

Apdr3-3xPDRE- BY4741 with pdr3::KAN with plasmid pAG413- Este trabajo

lucCP* 3xPDRE-lucCP*
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Apdr8-3xPDRE-
lucCP*
Ayrm1-3xPDRE-
lucCP*
Ayrrl1-3xPDRE-
lucCP*

BY4741 with pdr8::KAN with plasmid pAG413-
3XPDRE-lucCP*
BY4741 with yrm1::KAN with plasmid pAG413-
3xPDRE-lucCP*
BY4741 with yrrl::KAN with plasmid pAG413-
3xPDRE-lucCP*

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Tabla suplementaria 3. Cepas con construccion integrativa lucCP+.

Cepa Genotipo Procedencia

PDRS5-lucCP+ BY4741 with pPDR5-lucCP+-CYCL1T-KANMX4 MarkusProft/Amparo
Pascual

PDR15-lucCP+ BY4741 with pPDR15-lucCP+-CYC1T-KANMX4  MarkusProft/Amparo
Pascual

SNQ2-lucCP+ BY4741 with pSNQ2-lucCP+-CYC1T-KANMX4 MarkusProft/Amparo
Pascual

YOR1-lucCP+ BY4741 with pYOR1-lucCP+-CYC1T-KANMX4 MarkusProft/Amparo
Pascual

Apdrl-PDR5-lucCP+

Apdrl1-PDR15-
lucCP+
Apdrl-SNQ2-lucCP+

Apdr3-PDR5-lucCP+
Apdr3-PDR15-

lucCP+
Apdr3-SNQ2-lucCP+

BY4741 with pdrl::HIS3 with pPDR5-lucCP+-
CYCI1T-KANMX4
BY4741 with pdrl::HIS3 with pPDR15-lucCP+-
CYCI1T-KANMX4
BY4741 with pdrl::HIS3 with pSNQ2-lucCP+-
CYCI1T-KANMX4
BY4741 with pdr3::HIS3 with pPDR5-lucCP+-
CYC1T-KANMX4
BY4741 with pdr3::HIS3 with pPDR15-lucCP+-
CYCLT-KANMX4
BY4741 with pdr3::HIS3 with pSNQ2-lucCP+-
CYCI1T-KANMX4

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Tabla suplementaria 4. Cepas con construccion de sistema binario.

Cepa

Genotipo

Procedencia

Agal4—Pd rl- GALyas -

lucCP*

Agal4-Pdr3- GALyas -

lucCP*

Agal4-Pdr8- GALyas -

W303-1A gal4::KANMX4 con pGBKT7-ADH1p-
Gal4pgp-Pdri-myc y pAG413-GAL yas-lucCP*
W303-1A gal4::KANMX4 con pGBKT7-ADH1p-
Gal4pgp-Pdr3-myc y pAG413-GAL yas-lucCP?
W303-1A gal4::KANMX4 con pGBKT7-ADH1p-

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
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lucCP*
Agal4-Yrml- GALyas
-lucCP*
Agald-Yrrl- GALyas -
lucCP*
Agal4-Stb5- GALyas -
lucCP*

Gal4pgp-Pdr8-myc y pAG413-GAL yas-lucCP*
W303-1A gal4d::KANMX4 con pGBKT7-ADH1p-
Galdpgpo-Yrml-myc y pAG413-GALyas-lucCP*
W303-1A gald::KANMX4 con pGBKT7-ADH1p-
Galdpgp-Yrrl-myc y pAG413-GAL yas-lucCP*
W303-1A gal4::KANMX4 con pGBKT7-ADH1p-
Gal4pgp-Sth5-myc y pAG413-GAL yas-lucCP*

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Tabla suplementaria 5. Pl4&smidos y construcciones.

Plasmidos

Descripcion

Procedencia

pUG6-lucCP*-CYC1T-KAN
pAG413-CYC1A-lucCP”
pAG413-GRE2-lucCP*
pAG413-SOD2-lucCP*
PAG413-3xAP1-lucCP*
pAG413-3xPDRE-IucCP*
PAG413-GAL1yps-lucCP*
pGBKT7-ADH1p-Galdpgp-
myc
pGBKT7-ADH1p-Gal4pgp-
Pdrl-myc
pPGBKT7-ADH1p-Galdpgp-
Pdr3-myc
pGBKT7-ADH1p-Gal4pgp-
Pdr8-myc
pPGBKT7-ADH1p-Galdpgp-
Yrml-myc
pPGBKT7-ADH1p-Galdpgp-
Yrrl-myc
pGBKT7-ADH1p-Gal4dpgp-
Stb5-myc

AmpR, loxp-KANMX-loxp
AmpR, centromérico, HIS3

pAG413 con promotor GRE?2

pAG413 con promotor SOD2

pAG413 con 3 repeticiones del elemento AP1
pAG413 con 3 repeticiones del elemento PDRE
pAG413 con secuencia GALLyas

KanR, TRP1,

pGBKT7 con XBD de Pdrl

pGBKT7 con XBD de Pdr3

pGBKT7 con XBD de Pdr8

pGBKT7 con XBD de Yrml

pGBKT7 con XBD de Yrrl

pGBKT7 con XBD de Sth5

TFG Sandra Saiz
Rienzo et al., 2012
Rienzo et al., 2012
Dolz-Edo et al., 2013
Dolz-Edo et al., 2013
Este trabajo

Este trabajo

Clontech cedido por
Pascual Sanz

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Tabla suplementaria 6. Oligonucleétidos empleados.

Nombre Secuencia 5° — 3’ Descripcion
LucSeqgRev GGTGATGTCCACCTCAATG Comprobacion
gen luciferasa
PDR5-luc- CTTTTAAGTTTTCGTATCCGCTCGTTCGAAAGACTTTAG Insercion lucCP+
KAN1
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ACAAAACCATGGCCGATGCTAAGAAC en PDR5
PDR5-luc-  GTCCATCTTGGTAAGTTTCTTTTCTTAACCAAATTCAAA  Insercion lucCP+
DT ATTCTAGCATAGGCCACTAGTGGATCTG en PDR5
PDR5-292 GTGGTACGATATCTGTTGAACG Comprobacion
insercion
SNQ2-luc- AGTGGATAGAATAACACAGCTACCAAAATACGTAAAGA Insercion lucCP+
Nabhs GAATTCACCATGGCCGATGCTAAGAAC en SNQ2
SNQ2-luc-  AAAGGCAGATGAATGCACAAAATGTTAAGTTATCTGAA  Insercion lucCP+
KAN2 GCCCACAGCATAGGCCACTAGTGGATCTG en SNQ2
SNQ2-273 CAAGTTGAAGTGTTGCGAGGTC Comprobacién
insercion
PDR15-luc-  ACACACACACACACAAGCAAACACACTTATAATTATCA  Insercion lucCP+
KANL AAAACCTCCATGGCCGATGCTAAGAAC en PDR15
PDR15-luc-  TATAATAAAAAGATAATATAACTAAAAAAAAGGAAAAT  Insercion lucCP+
Rl AACGTCAGCATAGGCCACTAGTGGATCTG en PDR15
PDR15-278 CTGCTACTGCTGTGCGAGAC Comprobacion
insercion
Kan-B GGATGTATGGGCTAAATG Comprobacién

SwitchKanHis

CTTGCTAGGATACAGTTCTCACATCACATCCGAACATAA

gen kanamicina
Cambio Kan/His

FW ACAACCAGATGACAGAGCAGAAAGCCC
SwitchKanHis ATGACAAGTTCTTGAAAACAAGAATCTTTTTATTGTCAG Cambio Kan /His
RV TACTGACACTACATAAGAACACCTTTGG
BspEI-EcoRV- CCGGCGATATCTCCGTGGATAGAATACATCCGTGGATC Oligos de
3xPdriT-1 GCGATCATCCGTGGAT hibridacion; 5’
fosforilado
BspEIl-EcoRV- CCGGATCCACGGATGATCGCGATCCACGGATGTATTCTA Oligos de
3xPdriT-2 TCCACGGAGATATCG hibridacion; 5’
fosforilado
Gal4D1 ACGCCATCATTTTAAGAGAGGACAGAGAAGCAAGCCTC GAL4 Deletion
CTGAAAGCAGCTGAAGCTTCGTACGC
Gal4D2 CAGTTGAAGTGAACTTGCGGGGTTTTTCAGTATCTACGA GAL4 Deletion
TTCATTGCATAGGCCACTAGTGGATCTG
Gal4Chk TTGAGACAGCATTCGCCCAG Check GAL4
Deletion
Gal4il TTAGCCATTGGAGCCTGGTG Check GAL4
Deletion
Gal4i2 GCGATAGTTGCAGAACCGAC Check GAL4
Deletion
T7fw TAATACGACTCACTATAGGGC Secuenciar
pGBKT7
TT7rev CTCAAGACCCGTTTAGAGGC Secuenciar
pGBKT7
GallUAS- CCGGCAATTGTGGAAATGTAAAGAGCCCC Obtencion
Munl fragmento UAS
GallUAS- ATCGTCCGGAGCAGTGCGGCGCGAG Obtencion
Kpn2l fragmento UAS
PDR1-Ncol-N CATGCCATGGGTGGCGCTCGAATAAAAAACC Fusionar Pdrl
con Gal4DBD
(pGBKT7)
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PDR1-BamHI-

N

PDR3-Ncol

PDR3-BamHI

YRM1-Ncol

YRM1-BamHI

YRR1-Ncol

YRR1-BamHI

PDR8-EcoRlI

PDR8-BamHI

STB5-EcoRlI

STB5-BamHl|

CATGGATCCAAACGTATACGTTTAACTATCTGG

CATGCCATGGATAGTTCCCAGTCTTTGCC

CATGGATCCGTTTTCATAAGAAGGGATATG

CATGCCATGGAGTTATTTGGCAGTACTCCG

CATGGATCCTCTACTGCGTATCAAATAA

CATGCCATGGAAAAGAAAGCTACCTATGGTCC

CATGGATCCTCGACTTAGCATTAATTGTC

CATGAATTCGAGCAAGTGCCCAATGTAG

CATGGATCCATGTAAAAAAATACATCAATC

CATGAATTCAAGAAGGAGTTAGCGGATGC

CATGGATCCTCGGTGAACATATGTCATAC

Fusionar Pdrl
con Gal4DBD
(pGBKT7)
Fusionar Pdr3
con Gal4DBD
(pGBKT7)
Fusionar Pdr3
con Gal4DBD
(pGBKT7)
Fusionar Yrm1l
con Gal4DBD
(pGBKT7)
Fusionar Yrm1l
con Gal4DBD
(pGBKT7)
Fusionar Yrrl
con Gal4DBD
(pGBKT7)
Fusionar Yrrl
con Gal4DBD
(pGBKT?7)
Fusionar Pdr8
con Gal4DBD
(pGBKT7)
Fusionar Pdr8
con Gal4DBD
(pGBKT7)
Fusionar Stb5
con Gal4DBD
(pGBKTT7)
Fusionar Stb5
con Gal4DBD
(pGBKT?7)
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Abstract: Mycotoxins are important food contaminants and a serious threat for human
nutrition. However, in many cases the mechanisms of toxicity for this diverse group of
metabolites are poorly understood. Here we apply live cell gene expression reporters in
yeast as a quantitative model to unravel the cellular defense mechanisms in response to the
mycotoxin citrinin. We find that citrinin triggers a fast and dose dependent activation of
stress responsive promoters such as GRE2 or SOD2. More specifically, oxidative stress
responsive pathways via the transcription factors Yapl and Skn7 are critically implied in
the response to citrinin. Additionally, genes in various multidrug resistance transport
systems are functionally involved in the resistance to citrinin. Our study identifies the
antioxidant defense as a major physiological response in the case of citrinin. In general, our
results show that the use of live cell gene expression reporters in yeast are a powerful tool
to identify toxicity targets and detoxification mechanisms of a broad range of food
contaminants relevant for human nutrition.
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1. Introduction

Mycotoxins are secondary metabolites produced by many fungi, which represent a major group
of hazardous food contaminants [1,2]. Citrinin, (3R,4S)-8-hydroxy-3,4,5-trimethyl-6-0x0-4,6-dihydro-
3H-isochromene-7-carboxylic acid, is a well-known mycotoxin, which was first isolated from
Penicillium citrinum, but can be produced by many other fungal species belonging to the genera
Penicillium, Aspergillus and Monascus [3]. Citrinin is an important contaminant of human foods, such
as cereals, cheese or sake. It is also found in red yeast rice, widely used in Asia as a food additive
or in the elaboration of wine. Citrinin might be even a more common contaminant all over the world
since it can be synthesized by the same molds which produce the globally found mycotoxin ochratoxin
A. Although the actual mechanism of citrinin toxicity is not entirely understood, in
many toxicological models it has been found to cause nephrotoxicity [4]. Several studies in different
cell systems seem to confirm that citrinin can generally cause the production of reactive oxygen
species (ROS) [5-9]. Moreover, antioxidants have been shown to alleviate the citrinin toxicity [10,11].
Furthermore, several oxidative stress related genes are up-regulated in response to citrinin in yeast
according to transcriptomic experiments [12]. However, it is not clear whether this antioxidant defense
in yeast is general or restricted to specific enzymatic functions. A recent study from the European Food
Safety Authority [13] preliminarily set the maximal citrinin dose of no concern for nephrotoxicity in
humans at an exposure level of 0.2 pg/kg body weight per day. For high consuming individuals,
especially children, the critical citrinin concentration ranges between 9 and 53 pg/kg grain-based
products and for average consumers between 19 and 100 pg/kg grain-based products. However,
the same study concluded that the impact of uncertainties on the risk assessment of citrinin is large,
and that more data regarding both the occurrence of citrinin in food and feed in Europe and the
toxicity mechanisms of this mycotoxin are needed.

Here, we use a yeast (Saccharomyces cerevisiae) model to study the toxicology of citrinin. A large
body of experimental data confirm that yeast cells respond to many different environmental stresses,
including toxins, with the transcriptional activation of so called defense genes in order to survive,
adapt and eventually resume growth [14]. The basic idea of the system employed here is that measuring
the immediate gene expression response can be indicative of the actual toxicity mechanisms of
a particular chemical compound. The use of destabilized luciferase as a reporter allows to quantify
stress-induced gene expression in a very sensitive and time resolved manner in living yeast cells [15].
The luciferase assay has the additional advantage that many different environmental conditions, such
as different toxin concentrations, etc., can be monitored simultaneously. In this way, true dose
response patterns are obtained for any toxic compound of interest. The in vivo luciferase assay has
been very recently applied to decipher dynamic responses of yeast cells to oxidative and saline
stress [16]. In the present study we apply specific luciferase reporter fusions to gain insights into the
mode of toxicity of citrinin. We find that citrinin triggers an immediate response to oxidative stress
characterized by a strong and dose-dependent induction of natural genes. Furthermore, the oxidative
stress responsive transcription factors Yapl and Skn7 are critically involved in the adaptive gene
expression triggered by citrinin. More specifically, Yapl dependent artificial luciferase reporters are
highly responsive to citrinin. Genetic manipulations which eliminate specific multidrug export systems
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of yeast increase the citrinin toxicity. Altogether the results presented here strongly suggest that
oxidative damage might be the prevalent and immediate toxicity mechanism of the mycotoxin citrinin.

2. Materials and Methods
2.1. Yeast Strains and Growth Conditions

Saccharomyces cerevisiae strains used in this study were: wild type BY4741 (MATa; his3A41,
leu2A0; met1540; ura340) and the mutant alleles yapl.:KanMX4; skn7.::KanMX4; pdrl::KanMX4;
pdr5::KanMX4; snq2::KanMX4. For luciferase assays the cells were transformed with the respective
lucCP" fusion plasmids and grown in Synthetic Dextrose (SD) medium which contained 0.67% Yeast
Nitrogen Base, 50mM succinic acid pH 5.5, 2% dextrose, 100 mg/L methionine, 100 mg/L leucine
and 25 mg/L uracil. For citrinin sensitivity assays on agar plates, the respective yeast strains were
grown in yeast extract-peptone liquid medium containing 2% dextrose (YPD) to exponential growth
phase and then incubated with the indicated concentrations of citrinin.

2.2. Plasmid Constructions

The destabilized luciferase reporter fusions with the natural GRE2 or SOD2 promoter are described
elsewhere [15,16]. Briefly, the GRE2-lucCP" fusion contains the upstream 940 nucleotides of the
GRE2 gene fused with the destabilized luciferase lucCP™ gene in a centromeric HIS3 containing
yeast expression plasmid. The SOD2-lucCP" fusion contains the upstream 977 nucleotides of the SOD2
gene in the same vector backbone. The destabilized luciferase reporters with the specific promoter
elements STRE, CRE or AP-1 are described in [16]. Briefly, they contain triple insertions of
each cis-element in the CYCI core promoter fused to lucCP" in centromeric HIS3 containing yeast

expression plasmids.
2.3. Live Cell Luciferase Assays

Yeast strains transformed with the respective luciferase reporter plasmids were grown at 28 °C
overnight in SD medium to OD = 2 at 600 nm. The culture volume necessary for the entire luciferase
assay was incubated on a roller at 28 °C for 90 min with 0.5 mM luciferin (Sigma, St. Louis, MO,
USA) from a 10 mM stock solution in DMSO. The culture was then distributed in 120 pL aliquots in
white 96-well plates (Nunc, Penfield, NY, USA) and the indicated concentrations of citrinin were
added from a stock solution in DMSO. The mock treated samples contained the same concentration of
solvent without the mycotoxin. The light emission from the culture aliquots was continuously recorded
in a GloMax Multidetection System (Promega, Madison, WI, USA) in the luminometer mode. Data
were normalized for the absolute number of cells used in the assay and processed in Microsoft Excel.
For each condition, three independent culture aliquots were analyzed.

2.4. Yeast Sensitivity Assays

For plate assays, the yeast strains under study were grown in YPD liquid medium to exponential
growth phase. Culture aliquots were then distributed in multiwell plates and exposed for 3 h to the
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indicated concentrations of citrinin added from a stock solution in DMSO. Equal amounts of cells were
then plated on fresh YPD agar plates, which were incubated at 28 °C for 2 days.

For the Fluorescein Diacetate (FDA) quantification of live cells after acute citrinin exposure, the
respective yeast strains were pregrown in liquid YPD medium to exponential growth phase. The
amount of cells necessary for the complete assay was washed and resuspended in potassium phosphate
(KP) buffer (KH,PO4/K,;HPO4 pH 7.4). The indicated doses of citrinin were applied to 120 pL cell
aliquots in black 96 well plates (Nunc) for 1 h. FDA (Sigma) was added from a 5 mg/mL stock solution
in acetone to a final concentration of 250 pg/mL. After 10 min the fluorescence was quantified in a
GloMax Multidetection System (Promega) in the fluorescence mode with excitation at 490 nm and
emission at 510-570 nm. Three independent culture aliquots were measured for each condition.
Fluorescence levels were corrected by subtracting the fluorescence produced by the same amount of
dead cells, which were obtained by incubation at 80 °C for 60 min.

2.5. Statistics

The luciferase reporter assays were performed with three independent yeast culture aliquots.
The standard deviation (SD) in this assay is <15%; however, error bars are not indicated in the graphs
to make the figures clearly visible. For citrinin sensitivity assays, three independent culture aliquots
were analyzed. The significance of the differences in the viability among different mutant strains
was assessed by the application of the Student’s #-test.

3. Results

We tested whether exposure to the mycotoxin citrinin caused a rapid adaptation of gene expression
in yeast. An immediate and transient activation of defense gene expression is a common adaptive
response of this organism to a great variety of environmental threats or stresses. Live cell reporters
based on the expression of a destabilized luciferase enzyme represent a sensitive method to monitor
this adaptive response in real time and upon a gradual range of stress conditions. We first examined
a reporter based on a natural yeast promoter (GRE?2), which is responsive to different types of stress
such as hyperosmotic stress or oxidative stress [17]. As shown in Figure 1, the GRE2-luciferase
reporter is readily activated upon acute exposure to citrinin. Robust reporter activation was observed
for citrinin doses equal or greater than 100 ppm. Importantly the citrinin response of GRE2 was
comparable to the activation of the same reporter by salt stress (Figure 1), which is known to trigger
a very strong increase of GRE2 expression [16,18]. A dose dependent increase in the luciferase
reporter activity was observed in a citrinin concentration range from 100 to 400 ppm. Further increases
in the toxin dose did not yield a significantly enhanced gene expression response. These results
made us confident that the citrinin response of the GRE2-luciferase reporter reflected a biologically
meaningful adaptation of yeast to its toxicity, which was further investigated with refined
reporter systems.

We next used yeast wild type cells, which were transformed with more specific luciferase reporters,
for further citrinin studies. The insertion of multiple copies of just one type of transcription factor
binding motif into luciferase expression plasmids, has been shown to create very specific reporters
which respond to stimuli via just one or few signal transduction pathways [15,16]. Here, we investigated
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three types of cis elements: STRE (bound by the Msn2/4 factors in response to general stress),
CRE (bound by the Skol factor in response to osmotic stress and by unknown factors in response to
oxidative stress), AP-1 (bound by Yapl in response to oxidative stress) [16]. As depicted in Figure 2,
we found that citrinin exposure activated gene expression from AP-1 and CRE sites, but not from
STRE elements. Since yeast AP-1 promoter elements are exclusively activated by oxidative damage,
this was a clear indication that citrinin provoked intracellular oxidation, which then activated adaptive
gene expression via oxidative stress responsive transcription factors such as Yapl. We further
confirmed this by showing that activation of APIl-driven luciferase expression by citrinin was
completely absent in a yap/ mutant strain (data not shown).

Figure 1. Citrinin activates gene expression from stress responsive yeast promoters in
a dose dependent fashion. A fusion of the stress inducible GRE2 promoter with destabilized
luciferase was used as a real time reporter for gene expression. Citrinin doses from
100-800 ppm were applied to the yeast cultures. Alternatively the GREZ2-luciferase
reporter was activated by the indicated concentrations of NaCl. Data shown are mean
values from three independent biological samples. SD < 15%.
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Figure 2. Citrinin activates gene expression from CRE and AP-1 promoter elements in a
dose dependent fashion. Artificial promoter-luciferase constructs were used, which contained
multiple repetitions of the same cis-element: CRE, AP-1 or STRE as indicated. The indicated
citrinin doses were applied at time point 0 to the yeast cultures and the light emission
continuously monitored. Data shown are mean values from three independent biological
samples. SD < 15%.
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To further investigate the relation between citrinin toxicity and oxidative stress signaling, we
monitored the toxin induced gene expression in yeast strains which lacked the activity of the two main
transcriptional activators operating upon oxidative stress: Yapl and Skn7. We used the GRE2-luciferase
reporter system to compare the immediate transcriptional upregulation upon citrinin exposure in wild
type compared to yapl or skn7 knockout mutants. As shown in Figure 3, in the absence of Yapl the
citrinin induced reporter activity was severely reduced. Yapl might therefore be one of the main
transcriptional regulators which is activated in response to citrinin stress. Skn7 seemed to be additionally
involved in the citrinin response; however, its contribution was clearly less important as compared
to Yap1 (Figure 3).

Figure 3. Citrinin activates gene expression via the oxidative stress responsive transcription
factors Yapl and Skn7. A fusion of the stress inducible GRE?2 promoter with destabilized
luciferase was used as a real time reporter for gene expression. The reporter activity was
measured in yeast wild type and yapl or skn7 mutants upon addition of the indicated
concentrations of citrinin. Data shown are mean values from three independent biological
samples. SD < 15%.
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We next wanted to gain insights into the molecular mechanisms of citrinin extrusion and its effect
on its toxicitiy. The yeast genome encodes a large family of multidrug transporters which are
pleiotropically involved in the export of many xenobiotic chemicals from the cytosol. Two genes
of this transporter family, PDR5 and SNQ2, have been identified in yeast as up-regulated upon citrinin
exposure [12]. Additionally we included a yeast strain, Apdrl, in the citrinin study, which lacks one of
the principal transcriptional activators of the multidrug resistance gene family [19]. As shown in
Figure 4, the pdr5 mutant strain showed the highest degree of sensitivity to citrinin in a growth assay
in rich medium (Figure 4B). The enhanced toxicity of citrinin in a pdr5 mutant was further confirmed
by an independent assay using FDA as a live cell stain upon acute citrinin stress in potassium
phosphate buffer (Figure 4C). These results indicated that Pdr5S was a major citrinin export activity in
yeast and we postulated that pdr5 mutant cells were more sensitive to the mycotoxin because of greater
accumulation of citrinin in the cell interior. We therefore measured the adaptive response to citrinin in
pdr5 mutants and compared it to wild type. As shown in Figure 4A, the dose dependent response of
two citrinin inducible luciferase reporters, GRE2 and SOD?2, was largely enhanced in the pdr5 mutant
strain. Therefore we can confirm that the lack of the Pdr5S multidrug transporter leads to hypersensitivity
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to citrinin and a more sensitive adaptive response to the toxin, presumably caused by overaccumulation
of citrinin inside the cell.

Figure 4. The yeast Pdr5 multidrug transporter is important for the citrinin dose response
and sensitivity. (a) Fusions of the stress inducible GRE?2 (left panel) or SOD?2 (right panel)
promoters with destabilized luciferase were used as a real time reporter for gene
expression. The reporter activity was measured in yeast wild type and pdr5 mutants upon
addition of the indicated concentrations of citrinin. Data shown are mean values from three
independent biological samples. SD < 15%; (b) pdr5 mutants show increased sensitivity to
citrinin. The indicated citrinin doses were applied to yeast wild type, pdrl, pdr5 and
snq2 mutants for three hours in YPD culture medium. Surviving cells were then assayed
on a fresh YPD plate; (¢) Yeast wild type and pdr5 mutant cells were incubated for
one hour with the indicated amounts of citrinin in KP buffer. The amount of living cells
was then quantified by staining with FDA. Data are mean values from three independent
biological replicas. Error bars are SD. The asterisks refer to p < 0.05 different from wt in
the same condition according to the Student’s #-test. The value for mock treated cells was
arbitrarily set to 100 for both yeast strains.
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4. Discussion

Citrinin is an important food contaminant produced by Penicillium, Aspergillus and Monascus
species. Although it is generally classified as a nephrotoxic compound, its principle mechanisms of
toxicity are not entirely clear. Various in vitro studies have determined different possible pathways and
sources of cellular damage including lipid peroxidation, mitochondrial dysfunction or the induction of
apoptotic cell death [5,20-22]. Additionally, genotoxic effects of citrinin have been confirmed by
the enhanced formation of micronuclei in different animal and human cell lines [23-26]. However,
the primary mechanisms of citrinin toxicity remain elusive. In the present study we use a yeast based
reporter system to gain insights into the immediate cellular response to the exposure to citrinin. Yeast
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cells are an excellent cellular model to study the adaptive response to diverse chemical threats, since
these unicellular organisms have evolved efficient detoxification paths, which assure cell survival and
are often triggered by rapid transcriptional activation of defense systems. Moreover, the application of
live cell reporter assays enables to monitor the dose sensitive stress response in a small aliquot of
living yeast cells in real time [15,16]. Application of this monitoring method clearly shows that citrinin
triggers an immediate adaptive response related to the oxidative stress defense. Citrinin provokes the
rapid up-regulation of oxidative stress responsive genes such as GRE2 or SOD2. Of note, the
mitochondrial enzyme superoxide dismutase encoded by SOD2 has a well defined antioxidant
function upon sudden bursts of reactive oxygen species (ROS) [27]. Therefore, one of the primary and
immediate toxic effects of citrinin is very likely the generation of high ROS levels, which are targeted
by the yeast cell by the activation of enzymatic antioxidants. Several lines of evidence indicate that
citrinin induced ROS levels must be a critical determinant of the toxicity of this mycotoxin: a- citrinin
induces the expression of the GRE2 or SOD2 genes to levels which are comparable to their most potent
natural inducers such as NaCl or hydrogen peroxide [16]; b- transcriptional regulators specifically
involved in the yeast antioxidant response, such as Yapl or Skn7, are important for the efficient
activation of gene expression upon citrinin treatment; c- the dose sensitive transcriptional activation
triggered by citrinin (50—400 ppm; 0.2—1.6 mM) occurs in a similar concentration range as compared
to hydrogen peroxide (0.1-1.0 mM) [16].

Our data are in agreement with transcriptomic surveys performed in yeast upon citrinin stress,
which identified some antioxidant functions to be up-regulated in response to the mycotoxin [12].
Iwahashi and coworkers identified a limited number of genes with a confirmed or presumed function
in the oxidative stress response including some 44D genes (hypothetical aryl-alcohol dehydrogenases),
OYE3 (NADPH oxidoreductase), GRE2 (methylglyoxal reductase), and TRX2 (thioredoxin) [12].
However, it was important to prove whether citrinin triggers a general antioxidant response in cells.
This is confirmed by our study here by the use of oxidative stress specific reporter genes. The most
direct proof that citrinin primarily causes intracellular oxidation is the robust activation of a reporter
gene controlled by the AP-1 promoter element, which is known to be selectively and exclusively
activated by increases in intracellular ROS via the Yapl transcription factor [16,28,29]. Of note,
citrinin causes an immediate activation of oxidative stress specific reporter genes very similar to
well known and potent pro-oxidants such as hydrogen peroxide or menadione [8]. Additionally the
antioxidant response is observed here in glucose containing growth medium, which is a fermentative
condition repressing mitochondrial energy metabolism in yeast. These facts indicate that citrinin
directly damages cellular components different from mitochondria. Our data obtained in the yeast
model confirm previous reports in higher cell lines demonstrating that citrinin is able to trigger
oxidative stress [5—9]. This is important because a possible antioxidant function has been proposed
for citrinin, which does not seem to be relevant in vivo and might be attributable to specific
chemical derivatives of this mycotoxin [30].

Yeast cells seem to be inherently more resistant to citrinin as compared to higher eukaryotic
cell lines. In our hands, a yeast wild type begins to mount a measurable gene expression response at
citrinin doses around 50 ppm (200 uM) and easily survives treatments as high as 200 ppm (800 pM).
Mammalian cell cultures show significant genotoxic damage and loss of viability already at
citrinin concentrations of approximately 50 uM [24]. An important part of the observed citrinin
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tolerance is likely the efficient extrusion of the toxin from the interior of the yeast cell. Iwahashi
and coworkers identified two multidrug resistance transporter encoding genes to be up-regulated
upon citrinin exposure [12]. According to our results, one of them (Pdr5), is especially important for
citrinin tolerance. Yeast cells lacking Pdr5 are hypersensitive to citrinin and trigger a greater adaptive
response to the toxin presumably because this strain accumulates citrinin to higher intracellular levels.
An additional barrier for citrinin toxicity might also be the yeast cell wall. The outer envelope together
with efficient efflux systems might therefore make yeast cells more resistant to citrinin and shift their
transcriptional response to doses which are higher than normally found in contaminated food. Taken
together, our study demonstrates that yeast serves as an efficient model to unravel toxicity mechanisms
and detoxification strategies upon exposure to human food contaminants such as mycotoxins.

5. Conclusions

The mycotoxin citrinin triggers an immediate and general antioxidant response in yeast cells.
Induction of harmful ROS levels might therefore be the prevalent toxicity mechanism of this toxin.
In yeast cells, citrinin activates the expression of antioxidant encoding genes and oxidative stress
specific reporters. The ROS activated transcription factor Yapl is critically involved in the adaptive
response to citrinin. Additionally, the mutation of specific toxin exporters such as Pdr5, identifies
physologically important citrinin defense systems. Yeast is an efficient model to unravel toxicity and
detoxification mechanisms of mycotoxins.
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Abstract: Citrinin (CIT) and ochratoxin A (OTA) are important mycotoxins, which frequently
co-contaminate foodstuff. In order to assess the toxicologic threat posed by the two mycotoxins
separately or in combination, their biological effects were studied here using genomic transcription
profiling and specific live cell gene expression reporters in yeast cells. Both CIT and OTA cause
highly transient transcriptional activation of different stress genes, which is greatly enhanced by the
disruption of the multidrug exporter Pdr5. Therefore, we performed genome-wide transcription
profiling experiments with the pdr5 mutant in response to acute CIT, OTA, or combined CIT/OTA
exposure. We found that CIT and OTA activate divergent and largely nonoverlapping gene sets
in yeast. CIT mainly caused the rapid induction of antioxidant and drug extrusion-related gene
functions, while OTA mainly deregulated developmental genes related with yeast sporulation and
sexual reproduction, having only a minor effect on the antioxidant response. The simultaneous
exposure to CIT and OTA gave rise to a genomic response, which combined the specific features of
the separated mycotoxin treatments. The application of stress-specific mutants and reporter gene
fusions further confirmed that both mycotoxins have divergent biological effects in cells. Our results
indicate that CIT exposure causes a strong oxidative stress, which triggers a massive transcriptional
antioxidant and drug extrusion response, while OTA mainly deregulates developmental genes and
only marginally induces the antioxidant defense.

Keywords: Ochratoxin A; Citrinin; Transcriptome; Saccharomyces cerevisiae; mycotoxins; oxidative
stress; dose response

1. Introduction

Mycotoxins are small toxic molecules produced by a great variety of microorganism, which
encompass several classes of secondary metabolites with no common chemical structure or mode
of action [1]. These harmful natural products of molds contaminate food and feed worldwide with
appalling economic consequences, since they affect most of the staple food crops such as maize, wheat
and rice [2,3]. Beyond the economic losses, mycotoxins have a severe impact on human wellbeing [4].
Their toxicological properties and possible health effects have been extensively studied and related to
some diseases, although it is certainly difficult to demonstrate the link between toxin exposure and
the onset of symptoms in most cases. Mycotoxins are released by some fungi in nature for unclear
reasons, and although it is widely accepted that the synthesis and secretion of toxins mediate pathogen
virulence of microorganisms in plants, the molecular targets and strategies to achieve it remain to be
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determined in the case of mycotoxins [5]. Considerable efforts have been made to comprehend the
molecular mechanisms of mycotoxins to cause cell damage and toxicity [6-8]. Although it is desirable
to understand the molecular basis of mycotoxin action in whole animals, these approaches are often
difficult because the dose-effect relation depends on many different parameters [7]. As an alternative,
the fundamental modes of toxicity for individual mycotoxins can be efficiently revealed in cell cultures
of lower eukaryotic cells such as yeast.

Ochratoxins are a small group of mycotoxins produced by Aspergillus and Penicillium species,
with ochratoxin A (OTA) as the principal compound, found in a very wide range of raw and processed
food [9]. OTA is nephrotoxic, carcinogenic, and a potent teratogen when tested in different mammalian
models, and thereby is a potential risk to human health [10]. Several authors support that the mode
of action of OTA implies the formation of covalent DNA adducts [11-13] and the increase of reactive
oxygen species [14,15], hence these activities could explain the genotoxic and mutagenic activity of OTA.
The co-occurrence of OTA with citrinin (CIT), another mycotoxin, has been often reported [16,17]. CIT is
produced by filamentous fungi of the genera Penicillium, Aspergillus and Monascus, and contaminates
the same staple foodstuffs as OTA [18]. Fungi such as Penicillium verrucosum are able to produce
both OTA and CIT, however, different environmental conditions might favor the production of one
mycotoxin over the other [19-21]. Much less is known about the toxicity mechanisms of CIT, however,
it has been shown to be an efficient nephrotoxin as well [22]. Several groups have contributed to the
identification of possible molecular mechanisms of CIT toxicity, finding, among other consequences,
the increase of oxidative stress in connection with alterations of mitochondrial function, and induction
of apoptosis [23-31]. It has been proposed that the co-occurrence of both toxins results in synergetic
effects, however no clear conclusions have been reached [32,33].

Gene expression analysis has become a valuable tool to decipher molecular mechanisms in
response to toxic agents, including mycotoxins [34], and the yeast model is particularly important
in toxicogenomic studies [35]. Recent transcriptomic approaches with OTA have been performed
using different cell lines and mammalian model systems [36-39]. A comparison of the genomic data
does not yield a uniform pattern of deregulated genes, and it is striking that DNA damage response
genes are not generally highlighted by these omics approaches [40]. It seems that the variability of the
OTA-induced transcriptomic response might be a consequence of the range of experimental conditions
as well as the cellular context [40]. In contrast to OTA, genomic profiling data for CIT treatment
are scarce, however, the application of yeast microarray approaches has identified the antioxidant
defense as one of the primordial manners of detoxification upon CIT exposure [41]. The transcriptional
response to mycotoxins is likely to be transient and dose dependent, therefore any transcriptomic
assay is further complicated by the selection of the optimal induction conditions. Actually, in vivo
recording of transcriptional activity in Saccharomyces cerevisine shows a transient dose-time dependent
response to CIT treatment [28].

Given that OTA and CIT are co-occurring toxicological threats in the food chain and that both
overlapping and divergent mechanisms of toxicity have been proposed for both mycotoxins, we aim
here to compare the immediate transcriptomic response to OTA and CIT, applied either separately or
simultaneously. We use an optimized yeast system, where the optimal time point and dose for each
mycotoxin has been adjusted according to live cell gene expression reporters and where the signal
intensity has been largely increased due to the deletion of the principal toxin exporter Pdr5. We identify
largely exclusive patterns of gene deregulation for CIT and OTA, with oxidative stress defense genes
specifically activated by CIT and cell differentiation and developmental genes specifically activated
by OTA.



Toxins 2016, 8, 273 3 0f 20

2. Results

2.1. Gene Expression Profiles of Stress Response Genes upon CIT and OTA Exposure

We have previously shown that live cell reporter fusions in yeast are valuable and quantitative
tools to characterize the acute transcriptional adaptation to CIT [28]. Here, we extend these studies
to compare the impact of CIT and OTA on the induction of different stress-inducible genes. We used
fusions of the oxidative stress-inducible SOD2 (mitochondrial manganese superoxide dismutase)
promoter and the general stress-inducible GRE2 (methylglyoxal reductase) promoter with destabilized
luciferase as sensitive live cell reporters. Dose-dependent analyses revealed a transient gene expression
profile for both reporter genes, upon treatment with CIT and OTA (Figure 1A). Both mycotoxins
induced gene expression very rapidly within minutes, indicating that CIT and OTA are readily taken
up by yeast cells. However, CIT caused a much broader transcriptional induction, which continuously
increased with dose even beyond 400 ppm (1600 uM). OTA, in contrast, induced the stress-responsive
reporters in a much more transient manner and to much lower absolute induction levels. Moreover,
OTA-induced transcription of GRE2 or SOD2 was already maximal at concentrations around 200 ppm
(497 uM). We next tested the effect of the loss of Pdr5 function, which is a plasma membrane multidrug
transporter critically involved in CIT extrusion [28]. As shown in Figure 1B, the deletion of Pdr5
provokes an enhanced transcriptional response to both CIT and OTA treatment at different doses.
We next wanted to study the level of synergy involved in the response to CIT and OTA using the
same live cell gene expression reporters. Surprisingly, no evident synergistic effect on gene expression
was revealed when both toxins were combined together, both in the wild type or the sensitized pdr5
mutant strain (Figure 1C). Taken together, these results indicated that CIT and OTA had differential
and independent effects on the induction of stress reporters in yeast. Thus we aimed at studying the
differential induction of gene expression upon CIT and OTA exposure at the genomic level.
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Figure 1. Ochratoxin A (OTA) and citrinin (CIT) activate stress gene expression independently and
with different dose response profiles. (A) OTA and CIT induction of the stress-activated genes
GRE2 (methylglyoxal reductase) and SOD2 (superoxide dismutase). Live cell reporter fusions with
destabilized luciferase were used in yeast wild type cells and the induction of both genes was measured
in real time upon the indicated mycotoxin doses. (B) The deletion of the Pdr5 multidrug exporter
increases the transcriptional response to both OTA and CIT. The expression profiles for the GRE2
and SOD2 genes are compared for wild type and the pdr5 deletion mutant upon the indicated
mycotoxin doses. (C) OTA and CIT do not activate stress gene expression in a synergistic manner.
The dose response profiles of (A) and (B) are represented here as the maximal activity (Amax) for each
mycotoxin dose. Additionally (purple columns at the right of each plot), a constant concentration
of CIT (50 ppm = 200 uM) was combined with growing concentrations of OTA (50 ppm = 124 uM;
200 ppm =497 uM; 400 ppm = 994 uM) as indicated. All gene expression experiments were performed
on three independent culture aliquots; the Standard Deviation was <15%; error bars are not included in
the graphs in order to make the figure clearly visible.
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2.2. Genomic Expression Profiles upon Separated and Combined Exposure to CIT and OTA

Our previous study of specific stress promoters suggested that CIT and OTA had a different
impact on gene expression. Both mycotoxins, however, activate gene transcription in a very transient
manner. We wanted to take advantage of genome-wide transcription analysis in yeast to gain insights
into the differential induction of gene expression triggered by the two mycotoxins. The microarray
experiments were performed in the sensitized pdr5 mutant strain and at optimized toxin concentrations
and exposure times as revealed by our real time surveys upon acute CIT and OTA exposure.
The transcriptomic response of yeast was determined by microarray hybridization upon separated CIT
and OTA exposure (200 ppm) as well as upon the combined addition of CIT/OTA (100 ppm each).
As a first approach, we identified and ranked the most upregulated genes for each toxin treatment.
We applied a very stringent cutoff value and considered only the genes which were expressed more
than 5-fold higher in the treated cells as compared to the untreated cells. The resulting gene lists are
represented in Table 1 for CIT, in Table 2 for OTA, and in Table 3 for the combined CIT/OTA treatment.

Table 1. Genes > 5-fold upregulated upon CIT (citrinin) exposure.

Gene Standard Name FC* p-Value Description

Conserved NADPH oxidoreductase containing flavin

YPL171C OYE3 4731  3.00 x 1078 mononucleotide (FMN)
YFL056C AADG6 252.4 9.60 x 1077 Putative aryl-alcohol dehydrogenase
YDL243C AAD4 252.1 1.77 x 107 Putative aryl-alcohol dehydrogenase
YCL026C-A FRM2 177.2 1.77 x 1075 Type Il nitroreductase
YLL060C GTT2 142.4 450 x 107°  Glutathione S-transferase
YBROOSC FLR1 120.6 1.83 x 107 Pla.sfna membrane r.nultidrug transporter of the major
facilitator superfamily
YCL026C-B HBN1 61.7 1.81 x 107®  Protein of unknown function
YGR213C RTA1 57.8 1.77 x 1078 Protein involved in 7-aminocholesterol resistance
YML116W ATR1 54.8 145 x 1077 Multidrug efflux pump of the major facilitator superfamily
YKR076W ECM4 51.6 6.10 x 107®  Omega class glutathione transferase
YML131W - 41.2 9.44 x 1073 Protein of unknown function
YHR139C SPS100 35.2 4.78 x 1077 Protein required for spore wall maturation
YFL057C AAD16 33.5 212 x 1072 Putative aryl-alcohol dehydrogenase
YDRO11W SNQ2 31.1 6.78 x 1077 Plasma membrane ATP-binding cassette (ABC) transporter
YOLI51W GRE? 5.8 228 % 10-6 3-methylbutanal reductase and NADPH-dependent
methylglyoxal reductase
YKLO86W SRX1 25.6 522 x 1077 Sulfiredoxin
YDR406W PDR15 18.1 1.12 x 107®  Plasma membrane ATP binding cassette (ABC) transporter
YLR108C - 16.6 5.77 x 108 Protein of unknown function
YDLO020C RPN4 15.8 9.41 x 1078 Transcription factor that stimulates expression of proteasome genes
YNL117W MLS1 15.1 395 x 107  Malate synthase
YOR328W PDR10 14.5 241 x 1078 ATP-binding cassette (ABC) transporter
YHR199C AIM46 133 1.58 x 1077 Putative protein of unknown function
YHR029C YHI9 129 3.86 x 1077 Protein of unknown function
YGR256W GND2 10.9 558 x 1077 6-phosphogluconate dehydrogenase
YBR244W GPX2 10.5 3.56 x 107  Phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase
YFLO30W AGX1 10.3 428 x 1078  Alanine:glyoxylate aminotransferase (AGT)
YDR453C TSA2 9.6 2.01 x 1077 Stress inducible cytoplasmic thioredoxin peroxidase
YER143W DDI1 9.5 8.66 x 107> DNA damage-inducible v-SNARE binding protein
YNRO074C AIF1 9.1 4.46 x 107 Mitochondrial cell death effector
YER042W MXR1 9.0 211 x 107®  Methionine-S-sulfoxide reductase
YJL101C GSH1 8.9 1.30 x 1077 Gamma glutamylcysteine synthetase
YHR138C - 8.8 142 x 1073 Protein of unknown function
YHLO036W MUP3 8.6 1.13 x 1075 Low affinity methionine permease
YNLI129W NRK1 8.5 1.61 x 1075 Nicotinamide riboside kinase
YPR200C ARR2 8.1 1.57 x 107*  Arsenate reductase
YER103W SSA4 7.8 2.65 x 107> Heat shock protein
YJLO45W - 7.7 332 x 1077 Minor succinate dehydrogenase isozyme
YPLO27W SMA1 7o 986 x 10~7 Protein of unknown function involved in prospore
membrane assembly
YGRO10W NMA2 7.5 1.02 x 1077 Nicotinic acid mononucleotide adenylyltransferase
YMR169C ALD3 74 6.10 x 107*  Cytoplasmic aldehyde dehydrogenase
YDR132C - 7.3 1.74 x 107®  Protein of unknown function

YOR162C YRR1 7.2 1.24 x 1077 Zny-Cyse zinc-finger transcription factor
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Table 1. Cont.

Gene Standard Name FC* p-Value Description
YMRO38C CCs1 6.9 6.96 x 107> Copper chaperone for superoxide dismutase Sod1p
YJL219W HXT9 6.9 1.67 x 1077 Putative hexose transporter
YER142C MAGI1 6.8 546 x 1077 3-methyl-adenine DNA glycosylase
YBR046C ZTA1 6.7 1.13 x 107> NADPH-dependent quinone reductase
YNL231C PDR16 6.6 741 x 1072 Phosphatidylinositol transfer protein (PITP)
YPLO91IW GLR1 6.5 149 x 1075 Cytosolic and mitochondrial glutathione oxidoreductase
YGR281W YOR1 6.4 2.16 x 1073 Plasma membrane ATP-binding cassette (ABC) transporter
YGR197C SNG1 6.3 347 x 1077 Protein involved in resistance to nitrosoguanidine and 6-azauracil
YNL155W Ccuzi 6.1 538 x 107  Protein with a role in the ubiquitin-proteasome pathway
YAL054C ACS1 6.1 374 x 1077 Acetyl-coA synthetase isoform
YOL119C MCH4 6.1 127 x 1075 Protein with similarity to mammalian monocarboxylate permeases
Bifunctional alcohol dehydrogenase and
YDL168W SFAL 60 121 x 107° formaldehyde dehydroanaseg
YCRO021C HSP30 6.0 537 x 1073 Negative regulator of the H(+)-ATPase Pmalp
YBR256C RIB5 5.9 1.15 x 1073 Riboflavin synthase
YOR052C TMC1 5.8 9.56 x 1073 ANl-type zinc finger protein of unknown function
YOL155C HPF1 5.8 6.09 x 107> Haze-protective mannoprotein
YMR318C ADH6 5.8 7.64 x 10> NADPH-dependent medium chain alcohol dehydrogenase
YJLO82W IML2 5.8 456 x 107+ Protein of unknown function
YKLO5IW SFK1 56 6.62 x 10-6 Plasma membrane protein that may act to generate normal
levels of PI4P
YER185W PUCI 56 314 x 10-5 Plasma membrane protein involved in protoprophyrin and
heme transport
_ Basic leucine zipper (bZIP) transcriptional activator in the
YIR017C MET?28 56 348x10° D Hp-Met 4p—I\/P[)£tZSp complox P
YHL024W RIM4 5.5 4.66 x 107  Putative RNA-binding protein
YGR243W MPC3 54 7.07 x 107°  Highly conserved subunit of mitochondrial pyruvate carrier
YGLO10W MPO1 5.3 7.58 x 107®  Protein involved in metabolism of phytosphingosine
YDR513W GRX2 5.1 6.09 x 1073 Cytoplasmic glutaredoxin
YHR179W OYE2 51 1.04 x 10-2 Conserved N.ADPH oxidoreductase containing flavin
mononucleotide (FMN)
YDRO059C UBC5 5.1 239 x 107*  Ubiquitin-conjugating enzyme
YMR276W DSK2 5.0 5.01 x 107 Nuclear-enriched ubiquitin-like polyubiquitin-binding protein

* Fold change (FC) refers to the fold induction of the genes as compared to the untreated control.

Table 2. Genes > 5-fold upregulated upon OTA (ochratoxin A) exposure.

Gene Standard Name FC* p-Value Description

YER106W MAM1 60.2 2.77 x 1078 Monopolin

YGR225W AMA1 574 9.19 x 10719 Activator of meiotic anaphase promoting complex (APC/C)

YER179W DMC1 40.5 534 x 1077 Meiosis-specific recombinase

YOR298W MUM3 33.5 9.62 x 10™*  Protein of unknown function

YFLO11W HXT10 33.2 1.38 x 1077 Putative hexose transporter

YLL046C RNP1 27.3 1.08 x 1077 Ribonucleoprotein

YER104W RTT105 26.0 322 x 1078  Protein with a role in regulation of Ty1 transposition

YLR377C FBP1 23.3 1.62 x 1077 Fructose-1,6-bisphosphatase

YDR523C SPS1 22.7 6.27 x 107®  Putative protein serine/threonine kinase

YHR176W FMO1 20.2 1.11 x 107 Flavin-containing monooxygenase

YBRO40W FIG1 19.7 1.16 x 1077 Integral membrane protein

YGRO59W SPR3 18.6 474 x 107°  septin protein involved in sporulation

YELO039C cycrz 16.9 6.54 x 1077 Cytochrome c isoform 2

YMRI101C SRT1 16.7 373 % 10~7 qums the dehydrodolichyl diphosphate syntase (DDS) complex
with NUS1

YDR218C SPR28 14.1 111 x 107®  Meiotic septin

YDR256C CTA1 13.5 751 x 1078 Catalase A

YIL113W SDP1 13.3 262 x 1077 Stress-inducible dual-specificity MAP kinase phosphatase

YOL123W HRP1 12.9 1.98 x 107®  Subunit of cleavage factor I complex

YGL254W FZF1 12.6 2.03 x 1077 Transcription factor involved in sulfite metabolism

YPL201C YIG1 12.4 323 x 107>  Protein that interacts with glycerol 3-phosphatase

Q0275 COX3 12.3 1.01 x 107*  Subunit III of cytochrome c oxidase (Complex IV)
YFLO55W AGP3 123 234 x 107  Low-affinity amino acid permease
YDR259C YAP6 11.4 1.88 x 1075 Basic leucine zipper (bZIP) transcription factor

YPR193C HPA2 11.3 274 x 107> Tetrameric histone acetyltransferase
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Table 2. Cont.
Gene Standard Name FC* p-Value Description
YOR378W AMF1 11.3 233 x 107®  Low affinity NH4+ transporter
YLLO042C ATG10 11.3 347 x 107 Conserved E2-like conjugating enzyme
YIL101C XBP1 11.1 343 x 10*  Transcriptional repressor
YBR018C GAL7 11.0 212 x 107  Galactose-1-phosphate uridyl transferase
YEL019C MMS21 109 6.11 x 107 SUMO ligase and component of the SMC5-SMC6 complex
YPRO40W TIP41 10.9 3.19 x 107> Protein that interacts with Tap42p
YPL033C SRL4 10.7 1.75 x 107®  Protein of unknown function
YLLO057C JLP1 10.5 1.82 x 107®  Fe(Il)-dependent sulfonate/alpha-ketoglutarate dioxygenase
YGR142W BTN2 10.3 234 x 107  v-SNARE binding protein
YPL279C FEX2 10.3 2.64 x 1077 Protein involved in fluoride export
YHL022C SPO11 10.2 2.70 x 1077 Meiosis-specific protein
YKLO055C OAR1 10.0 2.10 x 10®  Mitochondrial 3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] reductase
YNLOOOW IDP3 10.0 142 x 1072 Peroxisomal NADP-dependent isocitrate dehydrogenase
YOR297C TIM18 9.9 3.75x 107°  Component of the mitochondrial TIM22 complex
YERO053C-A - 9.8 745 x 107®  Protein of unknown function
YPLO27W SMA1 9.7 1.50 x 1077 Protein of unknown function
YBRO74W PFF1 9.6 5.70 x 10  Multi-spanning vacuolar membrane protease
YEL048C TCA17 9.6 214 x 1077 Component of transport protein particle (TRAPP) complex II
YGR197C SNG1 9.2 7.32 x 1078 Protein involved in resistance to nitrosoguanidine and 6-azauracil
YJR047C ANBI1 9.2 129 x 107®  Translation elongation factor eIF-5A
YKLO93W MBR1 9.0 341 x 107  Protein involved in mitochondrial functions and stress response
YGR212W SLI1 9.0 2.03 x 107 N-acetyltransferase
YCLO026C-A FRM2 8.8 1.66 x 107®  Type Il nitroreductase
YELO72W RMDé6 8.7 6.39 x 10~7  Protein required for sporulation
YML054C CYB2 8.5 274 x 107®  Cytochrome b2 (L-lactate cytochrome-c oxidoreductase)
YNL187W SWT21 8.5 6.08 x 107  Protein involved in mRNA splicing
YNRO064C - 8.5 1.99 x 107> Epoxide hydrolase
YBR065C ECM2 8.4 9.49 x 107®  Pre-mRNA splicing factor
YPL171C OYE3 8.4 6.43 x 10-6 Conserved NADPH oxidoreductase containing flavin
mononucleotide (FMN)
YGL212W VAM7 8.4 1.02 x 107*  Vacuolar SNARE protein
YOR390W FEX1 8.2 3.59 x 107  Protein involved in fluoride export
YMRO69W NAT4 8.1 1.76 x 107*  N-alpha-acetyl-transferase
YDLO020C RPN4 8.0 351 x 1077 Transcription factor that stimulates expression of proteasome genes
YDR171W HSP42 8.0 6.87 x 107®  Small heat shock protein (sHSP) with chaperone activity
YER054C GIP2 7.9 259 x 107  Putative regulatory subunit of protein phosphatase Glc7p
YPR151C SUE1 7.9 9.84 x 1077 Protein required for degradation of unstable forms of cytochrome c
YGRI131W FHN1 7.7 1.62 x 107®  Protein of unknown function
YELO061C CINS 7.6 1.15x 1075 Kinesin motor protein
YDRO79W PET100 76 429 % 10-6 Chaperone that s?peciﬁcally facilitates the assembly of
cytochrome c oxidase
YKLO51W SFK1 7.6 1.38 x 107*  Plasma membrane protein
YMRO17W SPO20 7.5 1.72 x 1073 Meiosis-specific subunit of the t-SNARE complex
YDRO11W SNQ2 7.5 453 x 1077 Plasma membrane ATP-binding cassette (ABC) transporter
YOR152C ATG40 74 4.01 x 107>  Autophagy receptor
YLR312C ATG39 7.4 253 x 107 Autophagy receptor
YBL078C ATGS8 7.3 740 x 1077 Component of autophagosomes and Cvt vesicles
YPL186C uir4 7.2 447 x 107 Protein that interacts with Ulplp
YLR142W PUTI 7.1 211 x 107  Proline oxidase
YORO65W CYT1 7.0 471 x 107  Cytochrome cl
YOL149W DCP1 7.0 1.35 x 1073 Subunit of the Dcplp-Dcp2p decapping enzyme complex
Q0250 CoXx2 6.7 3.78 x 1072 Subunit II of cytochrome c oxidase (Complex IV)
YDR402C DIT2 6.6 1.08 x 1073 N-formyltyrosine oxidase
YGR243W MPC3 6.6 1.70 x 10-5 Hig}.ﬂy conserved subunit of the mitochondrial pyruvate
carrier (MPC)
YORO005C DNL4 6.6 557 x 107®  DNA ligase
YJRO10W MET3 6.6 9.83 x 1077 ATP sulfurylase
YLR151C PCD1 6.5 279 x 107  8-oxo-dGTP diphosphatase
YNL158W PGA1 6.3 4.04 x 107*  Essential component of GPI-mannosyltransferase IT
YDR524C AGE1 63 8.02 x 10-7 ADP-ribosylation factor (ARF) GTPase activating protein
(GAP) effector
YNLO12W SPO1 6.3 4.68 x 107  Meiosis-specific prospore protein
YGL240W DOC1 6.3 6.44 x 107> Processivity factor
YDRO76W RAD55 6.3 1.32 x 107%  Protein that stimulates strand exchange
YOR192C THI72 6.3 7.85 x 107 Transporter of thiamine or related compound
YMR251W GTO3 6.3 235 x 107  Omega class glutathione transferase
YDR185C upPs3 6.2 4.77 x 10 Mitochondrial protein of unknown function
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Table 2. Cont.
Gene Standard Name FC* p-Value Description

YNLO14W HEF3 6.2 1.32 x 107*  Translational elongation factor EF-3

YMLO087C AIM33 6.2 1.01 x 107*  Putative protein of unknown function
YNRO34W SOL1 6.2 7.19 x 1077 Protein with a possible role in tRNA export

YDR070C FMP16 6.1 324 x 107*  Protein of unknown function

YJR129C EFM3 6.1 4.06 x 1072 S-adenosylmethionine-dependent methyltransferase

Q0045 COX1 6.0 1.76 x 1072 Subunit I of cytochrome c oxidase (Complex IV)

YNLO36W NCE103 5.9 4.88 x 107> Carbonic anhydrase

YOR178C GAC1 5.9 6.08 x 107 Regulatory subunit for Glc7p type-1 protein phosphatase (PP1)
YGRO88W CTT1 5.9 8.13 x 107>  Cytosolic catalase T
YDL247W MPH2 5.8 228 x 107> Alpha-glucoside permease

YCLO66W HMLALPHA1 5.7 6.90 x 10*  Silenced copy of ALPHA1 at HML
YNLO77W APJ1 5.6 333 x 107  Chaperone with a role in SUMO-mediated protein degradation
YKLO95W Yjuz 5.6 1.29 x 1073 Essential protein required for pre-mRNA splicing

YJLO30W MAD?2 5.6 1.64 x 107 Component of the spindle-assembly checkpoint complex
YHLO16C DUR3 5.6 9.87 x 1077 Plasma membrane transporter for urea and polyamines
YNL188W KAR1 5.6 1.64 x 107%  Protein involved in karyogamy and spindle pole body duplication
YGR234W YHBI1 5.6 1.02 x 107 Nitric oxide oxidoreductase
YCRO40W MATALPHAT 55 6.76 x 10—4 Trar}scriptional co.-zlictivator that regulates

mating-type-specific genes

YFLO16C MDJ1 5.5 2.05x 107 Co-chaperone that stimulates HSP70 protein Ssclp ATPase activity
YNL194C - 54 489 x 107*  Integral membrane protein

YDR475C JIP4 5.3 2.01 x 1073 Protein of unknown function

YJR160C MPH3 53 8.87 x 107> Alpha-glucoside permease
YCR104W PAU3 5.3 1.92 x 1073 Member of the seripauperin multigene family

YIL084C SDS3 53 6.30 x 10 Component of the Rpd3L histone deacetylase complex
YILO56W VHR1 5.1 353 x 107  Transcriptional activator

YAR020C PAU7 5.0 1.56 x 107 Member of the seripauperin multigene family
YDR227W SIR4 5.0 1.71 x 1075 Silent information regulator

YLR376C PSY3 5.0 6.70 x 107®  Component of Shu complex (aka PCSS complex)

* Fold change (FC) refers to the fold induction of the genes as compared to the untreated control.

Table 3. Genes > 5-fold upregulated upon the combined CIT/OTA exposure.

Gene Standard Name FC* p-Value Description
YPL171C OYE3 1996 199 x 10~4 Conserved NADPH oxidoreductase containing flavin
mononucleotide (FMN)
YDL243C AAD4 46.5 149 x 107 Putative aryl-alcohol dehydrogenase
YFL056C AAD6 41.2 1.16 x 1077 Putative aryl-alcohol dehydrogenase
YLL060C GTT2 34.6 144 x 107  Glutathione S-transferase capable of homodimerization
YBRO08C FLR1 28.0 121 x 1077 Plasma membrane transporter of the major facilitator superfamily
YML131W - 24.2 241 x 107®  Protein of unknown function
YOLI51W GRE? 21.9 117 x 10-4 3-methylbutanal reductase and NADPH-dependent
methylglyoxal reductase
YCL026C-A FRM2 21.5 153 x 1078 Type II nitroreductase
YMR101C SRTI 213 264 x 10-8 qums the dehydrodolichyl diphosphate syntase (DDS) complex
with NUS1
YGR225W AMA1 20.5 3.87 x 1077 Activator of meiotic anaphase promoting complex (APC/C)
YDLO020C RPN4 19.5 424 x 107*  Transcription factor that stimulates expression of proteasome genes
YDR256C CTA1 18.8 453 x 107°  Catalase A
YGR197C SNG1 18.7 5.35x 107  Protein involved in resistance to nitrosoguanidine and 6-azauracil
YKLOSIW SFK1 18.7 6.62 % 10-8 Plasma membrane protein that may act to generate normal
levels of PI4P
YML116W ATR1 16.3 9.44 x 107®  Multidrug efflux pump of the major facilitator superfamily
YGR142W BTN2 15.2 712 x 107®  v-SNARE binding protein
YHRO87W RTC3 15.0 1.01 x 107®  Protein of unknown function involved in RNA metabolism
YDR406W PDR15 14.2 331 x 107®  Plasma membrane ATP binding cassette (ABC) transporter
YFL057C AAD16 13.7 1.51 x 107> Putative aryl-alcohol dehydrogenase
YOL149W DCP1 135 3.61 x 107 Subunit of the Dcplp-Dcp2p decapping enzyme complex
YDR171W HSP42 135 1.19 x 1073 Small heat shock protein (sHSP) with chaperone activity
YIL101C XBP1 123 3.01 x 107  Transcriptional repressor
YHR139C SPS100 12.3 1.95 x 1077 Protein required for spore wall maturation
YGR213C RTA1 12.1 1.04 x 1078 Protein involved in 7-aminocholesterol resistance
YEL039C cycr 11.8 414 x 1078 Cytochrome c isoform 2
YILO56W VHRI1 10.5 495 x 1077 Transcriptional activator
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Table 3. Cont.

Gene Standard Name FC* p-Value Description
YCL026C-B HBN1 10.5 8.33 x 107®  Protein of unknown function
YOL123W HRP1 10.4 2.81 x 107®  Subunit of cleavage factor I
YHLO36W MUP3 9.5 6.44 x 1077 Low affinity methionine permease
YKRO76W ECM4 94 412 x 1077 Omega class glutathione transferase
YLR108C - 9.1 3.50 x 1077 Protein of unknown function
YER054C GIP2 8.9 1.55 x 1077 Putative regulatory subunit of protein phosphatase Glc7p
YOR298W MUM3 8.9 3.49 x 10-6 Protein of 1.1r1k.r10wn function involved in outer spore
wall organization
YHLO024W RIM4 8.6 431 x 1078  Putative RNA-binding protein
YMR169C ALD3 8.3 6.99 x 1073 Cytoplasmic aldehyde dehydrogenase
YOR028C CIN5 8.2 247 x 1077 Basic leucine zipper (bZIP) transcription factor of the yAP-1 family
YGRO88W CTT1 8.1 334 x 107  Cytosolic catalase T
YER103W SSA4 8.0 1.02 x 1075 Heat shock protein member of the HSP70 family
YER185W PUGT 75 1.07 % 10-5 Plasma membrane protein involved in protoprophyrin and
heme transport
YERO053C-A - 7.2 1.56 x 107*  Protein of unknown function
YOR152C ATG40 7.2 392 x 107> Autophagy receptor
YDL204W RTN2 6.7 1.74 x 107®  Reticulon protein
YOR065W CYT1 6.6 443 x 107  Cytochrome cl
YJLOS1IW IRC8 6.6 568 x 107>  Bud tip localized protein of unknown function
YLR329W REC102 6.5 483 x 107  Protein involved in early stages of meiotic recombination
YKRO77W MSA2 6.4 6.97 x 107®  Putative transcriptional activator
YHR138C - 6.1 719 x 1073 Protein of unknown function
YPL201C YIG1 6.0 446 x 1077 Protein that interacts with glycerol 3-phosphatase
YDL025C RTK1 6.0 3.61 x 1072 Putative protein kinase
YOR178C GAC1 5.9 9.69 x 107*  Regulatory subunit for Glc7p type-1 protein phosphatase (PP1)
YFL016C MDJ1 5.8 414 x 1075 Co-chaperone member of the HSP40 (DnaJ) family of chaperones
YFLO30W AGX1 5.8 151 x 107®  Alanine:glyoxylate aminotransferase (AGT)
YKLO86W SRX1 5.8 5.28 x 107°  Sulfiredoxin
YOR328W PDR10 5.8 1.96 x 107®  ATP-binding cassette (ABC) transporter
YPR151C SUE1 5.6 1.71 x 1077 Protein required for degradation of unstable forms of cytochrome c
YLLO26W HSP104 5.5 485 x 1072  Disaggregase
YGR243W MPC3 55 530 x 10-5 Highly conserved subunit of the mitochondrial pyruvate
carrier (MPC)
YKLO93W MBR1 55 2.19 x 107>  Protein involved in mitochondrial functions and stress response
YNLO36W NCE103 5.5 513 x 107>  Carbonic anhydrase
YNLOOSC ASI3 55 1.69 x 10-5 Subunit of the nuclear inner membrane Asi ubiquitin
ligase complex
YLR343W GAS2 5.5 437 x 107 1,3-beta-glucanosyltransferase
YGR223C HSV2 54 1.69 x 107®  Phosphatidylinositol 3,5-bisphosphate-binding protein
YERO60W-A FCY22 52 1.17 x 1075 Putative purine-cytosine permease
YNL155W Ccuzi 5.2 1.90 x 1073 Protein with a role in the ubiquitin-proteasome pathway
YHL021C AIM17 5.2 1.36 x 107*  Putative protein of unknown function
YHR199C AIM46 52 1.08 x 1075 Putative protein of unknown function
YGR281W YOR1 5.1 218 x 1073 Plasma membrane ATP-binding cassette (ABC) transporter
YGLO10W MPO1 5.1 353 x 107®  Protein involved in metabolism of phytosphingosine

* Fold change (FC) refers to the fold induction of the genes as compared to the untreated control.

Acute CIT exposure provoked the robust upregulation of 68 yeast genes. When classified for
the most statistically relevant functional groups, we identified the response to oxidative stress as
the dominant group (see Table 4). These data confirmed that CIT toxicity is fundamentally based
on its capacity to generate reactive oxygen species (ROS) in cells. Specifically, genes involved in
the metabolism of glutathione were preferentially expressed upon CIT exposure, indicating that the
antioxidant function of glutathione was necessary to palliate the toxic effect of CIT. Additionally we
identified “Drug transport” as a main CIT-inducible gene group, suggesting that the activated export
of the toxin might be a major determinant for the adaptation of yeast cells to CIT.

For OTA exposure, we were able to identify 115 genes whose expression was at least 5-fold induced
(Table 2). The analysis of the functional groups enriched in the dataset derived from OTA-treated cells
revealed that the “response to oxidative stress” was retrieved with much less significance as compared
to the CIT dataset. In turn, we identified yet other functional groups as most significantly upregulated
by OTA, which belong to developmental processes of yeast cells and specifically to the differentiation
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processes of sporulation and reproduction (see Table 4). These data indicated that both mycotoxins
induced different gene sets in yeast. Indeed, the comparison of the most significantly upregulated
genes revealed that less than 5% (a total of only 8 genes) of the transcripts were induced commonly by
either CIT or OTA as depicted in Figure 2. The subset of CIT- and OTA-responsive genes was enriched
for the functional category “Oxidation-reduction process”. These results clearly showed that CIT and
OTA induced largely separated gene sets in the initial adaptive phase, which suggested that both
mycotoxins might have different biological effects in yeast cells. We next analyzed the transcriptomic
response of yeast cells to the combined exposure of CIT and OTA. A total of 68 transcripts were
significantly upregulated >5-fold under these conditions (see Table 3). The functional gene groups
enriched by the combined mycotoxin treatment represented a combination of the gene functions
induced in the previous experiments by the separated toxin treatment. As a result, all categories
covering “oxidative stress response”, “drug transport”, “developmental processes”, and “sporulation”
were significantly enriched upon the combined CIT/OTA exposure (see Table 4). Taken together,
our transcriptomic survey of the response to CIT and OTA strongly supported the idea that both toxins
cause distinct and separable biological responses. CIT caused a clear antioxidant response and the
induction of multiple drug extrusion systems, while OTA seemed to retain a weak oxidation-related
toxicity and to cause a marked deregulation of developmental genes. We wanted to further dissect
these divergent toxicity effects of CIT and OTA in the yeast model.

Table 4. Functional gene groups induced by the separated or combined exposure to CIT and OTA.

CIT
p-value
Gene Ontology Group
Oxidation-reduction process 1.8 x 10713
Cell response to oxidative stress 22 x 1077
Glutathione metabolic process 1.8 x 107
Drug transport 1.3 x 107
Response to reactive oxygen species 1.3 x 1074
OTA
p-value
Gene Ontology Group
Single organism developmental process 22 x 1078
Oxidation-reduction process 2.0 x 1077
Cell differentiation 3.0 x 107
Developmental process involved in reproduction 54 x 107°
Sporulation 1.6 x 1075
Cell response to oxidative stress 54 %1073
CIT + OTA
p-value
Gene Ontology Group
Oxidation-reduction process 1.7 x 1077
Drug transport 1.3 x 1075
Cell response to oxidative stress 31x107*
Spore wall assembly 14 x 1073

Single organism developmental process 42 x 1073
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Figure 2. Ochratoxin A and citrinin activate largely nonoverlapping gene sets in the yeast genome.
Venn diagram comparing the >5-fold induced transcripts of the yeast genome upon OTA and CIT
exposure. The exclusively upregulated genes by one mycotoxin (CIT or OTA) and the commonly
upregulated genes are depicted in the table. The main functional groups associated with each gene
cluster are given.

2.3. Oxidative Stress is a Hallmark for CIT, but not OTA, Toxicity

According to our genomic expression experiments, CIT caused a specific antioxidant response
in yeast cells, while antioxidant genes were only weakly induced by OTA. Additionally, CIT
robustly induced the expression of a total of 7 different multidrug exporters (Flrl, Atrl, Snq2, Pdrl5,
Pdr10, Pdr16 and Yorl), while OTA moderately activated the expression of only the Sng2 drug
exporter. We therefore wanted to quantify the importance of the antioxidant response and drug
transport for the resistance to CIT or OTA. We employed specific yeast mutants with a defect in the
oxidative stress adaptation (yap1, skn7) or multidrug export (sng2, yorl) and tested their resistance
to CIT or OTA in comparison to wild type cells. As shown in Figure 3, the lack of the principal
transcriptional activator of the oxidative stress defense Yapl or of the multidrug transporter Snq2
rendered yeast cells hypersensitive to CIT, but not OTA. This sensitivity was observed after 8 h of toxin
treatment. The deletion of a second transcription factor involved in the antioxidant response, Skn7,
or an alternative multidrug exporter, Yorl, resulted in a weaker sensitivity phenotype exclusively in
the case of CIT, which was observed after a prolonged toxin treatment (24 h). These data indicated
that the antioxidant defense and the activated toxin export are key features for CIT detoxification,
which are dispensable for the cellular defense against OTA.

We next wanted to test whether CIT and OTA caused different biological effects in the first
instances of exposure. We therefore applied different live cell gene expression reporters in yeast cells
to monitor transcriptional responses, which are triggered by distinct biological stimuli. Since we have
previously shown that the Pdr5 drug transporter is important for the response to both CIT and OTA,
we used a PDR5-luciferase expressing strain to monitor the induction of PDR5, which is activated
by the accumulation of both toxins in the cell interior and not linked to a specific type of stress.
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Furthermore, we recorded the activation of two additional reporters, the general stress-inducible
GRE2-luciferase, and the oxidative stress-inducible AP1-luciferase fusion [42]. We obtained the
complete dose-response profiles of all three reporter strains upon increasing CIT and OTA exposures
(Figure 4A). The relationship between the toxin dose and the transcriptional output (Amax) allowed us
to visualize the relative sensibilities, with which each reporter was activated by the two mycotoxins
(Figure 4B), and to observe important differences. Both CIT and OTA induced the PDR5-lucCP
reporter with similar dose-response kinetics. However, the stress-specific GRE2 and AP1 reporters
were activated by CIT in a much more sensitive manner as compared to OTA (Figure 4B). Remarkably,
the oxidative stress specific AP1-luciferase reporter remained completely uninduced even at the
highest OTA concentrations. These data, together with the previous phenotypic analysis of specific
yeast mutants, clearly indicated that CIT and OTA have divergent biological effects in cells. Taking
together all the results presented here, CIT exposure causes strong oxidative stress, which triggers
a massive transcriptional antioxidant and drug extrusion response, while OTA mainly deregulates
developmental genes and only marginally induces the antioxidant defense.

WT yap1 skn7 snq2 yor1
11 1:10 1:100 1:1 1:10 1:100 1:1 1:10 1:100 1:1 1:10 1:100 1:1 1:10 1:100
3 CEES OO ORI DX oo
60 ]00 |00 /0o [0 © x N
@ NO: ool |0x gy
s N | ]| [|°  [IE
WT yap1 skn7 snq2 yor1
1:1 1:10 1:100 1:1 1:10 1:100 1:1 1:10 1:100 1:1 1:10 1:100 1:1 1:10 1:100
2 RS CORS R XK coneol
00100 %[00 (0o 2[00 x I
00:]005]0010 ¢[00 EUPIIN
09 0/000]/000/000/00 oLV

Figure 3. Citrinin, but not ochratoxin A, toxicity is exacerbated in mutants with a defective antioxidant
response or multidrug export. The indicated yeast strains were treated or not with 400 uM CIT
(upper panel) or 400 uM OTA (lower panel) for the indicated time. Serial dilutions 1:1, 1:10, and 1:100
of the yeast cultures were then assayed for survival on yeast extract peptone dextrose (YPD) agar plates
without mycotoxins.
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Figure 4. CIT, as opposed to OTA, induces a sensitive oxidative and general stress response in yeast
cells. (A) OTA and CIT induction of the PDR5-, GRE2- and AP1-luciferase reporters. Live cell reporter
fusions with destabilized luciferase were used in yeast wild type cells and the induction of both genes
was measured in real time upon the indicated mycotoxin doses. The data are derived from three
independent culture aliquots and had an error of <15%. (B) Dose-response profiles of the different
luciferase reporters. The maximal steady-state activity (Amax) was calculated for each reporter strain
and toxin dose and plotted against the mycotoxin concentration. Amax for the highest toxin exposure
was arbitrarily set to 100.

3. Discussion

Here we compare the toxicity targets of the mycotoxins ochratoxin A and citrinin using yeast
as a model. Saccharomyces cerevisiae is a very suitable organism to investigate the adaptive response
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triggered by OTA and CIT, because both toxins cause rapid and profound changes in gene expression
in yeast. Moreover, yeast transcriptional responses can be compared quantitatively in real time
for different stress-specific reporters and additionally on a genomic scale. These approaches are
thus suitable as a diagnostic tool to discern divergent and common biological effects of toxins. It is
important to note that yeast cells seem to resist much higher CIT and OTA doses as compared to
mammalian cells. The reasons for this might be a very efficient extrusion by multidrug transporters
in this organism—which is shown here as being especially relevant for CIT detoxification—or the
function of the yeast cell wall, which might serve as a primary barrier for mycotoxins. The adsorption
by the yeast cell wall is actually an emerging biotechnological approach to control the concentration of
different mycotoxins including OTA [43,44].

A common defense strategy of eukaryotic cells against many unrelated toxic compounds and
xenobiotics is the activation of multidrug transporters at the plasma membrane [45,46]. In yeast cells,
such as in other fungi and human cells, the intracellular levels of toxic molecules are directly sensed by
specialized transcription factors, which in turn activate the expression of multidrug transporter genes
in an attempt to physically extrude the toxic agents from the cell interior [47]. Here we take advantage
of a specific drug efflux pump, Pdr5, which seems to be important for both CIT and OTA detoxification.
Mutants for Pdr5 respond in a much more sensitive manner to both mycotoxins, as indicated by a more
pronounced transcriptional activation of stress reporters by lower toxin concentrations. Although
not tested directly, we assume that pdr5 mutant cells accumulate higher CIT and OTA concentrations.
We took advantage of this sensitivity phenotype to carry out genomic profiling experiments. The use
of a hypersensitive mutant strain and the selection of optimized toxin concentrations and time points
for sample preparation favored the identification of many significantly deregulated gene functions
in the immediate response to both compounds. We show that the expression of the PDR5 gene is
activated by CIT and OTA with similar dose response profiles (Figure 3B). This result indicates that
both mycotoxins are similarly taken up by yeast cells and that the differences in the gene expression
profiles are not due to a differential intracellular accumulation of the two compounds.

Citrinin induces the expression of many different multidrug transporters, and the functional
category “Drug membrane transport” is significantly enriched among the CIT target genes. Seven
multidrug exporter genes are highly induced by CIT: FLR1, ATR1, SNQ2, PDR15, PDR10, PDR16,
and YORI. All of these transporters are localized, at least in part, at the plasma membrane. Thus the
inducible active transport of CIT from the cytosol to the cell exterior is an important feature of
detoxification of this mycotoxin in yeast cells. Accordingly, we detect an increased sensitivity to CIT
by the loss of individual transporters such as Pdr5, Snq2 or Yorl. OTA, however, has a much weaker
impact on the induction of the multidrug extrusion system, which coincides with the CIT response only
in the moderate induction of the SNQ2 gene. Of note, the yeast pleiotropic drug response is activated
by the mere presence of the compound in the cell interior and also by the cytotoxic stress triggered
by the compound. Thus the higher impact of CIT on the ROS balance of the cell as compared to OTA
could result in a much more profound transcriptional activation of the multidrug export system.

Here we show that the predominant mechanism of CIT toxicity is the induction of oxidative
stress. Moreover, oxidative stress reporters are immediately upregulated upon CIT exposure and
yeast mutants with a weakened antioxidant defense are hypersensitive to this mycotoxin, which
altogether suggests that the induction of ROS inside cells is a primary mode of CIT action. Our result
is in agreement with a previous transcriptomic assay in yeast upon prolonged CIT treatment [41]
and with several studies showing CIT induced oxidative damage in diverse cellular models from
yeast to humans [26-28,30]. As a consequence, external addition of antioxidants usually alleviates
CIT toxicity [25,48,49]. How, at the molecular level, CIT increases intracellular ROS levels is currently
unknown, however, several studies have implied an inhibition of mitochondrial respiration in
ClIT-activated oxidative stress [29,31,50]. On the other hand, we demonstrate here that OTA has a much
less pronounced impact on the yeast antioxidant response at the genomic level, which is further
corroborated by specific oxidative stress reporters. Thus, oxidative stress might not be the primary
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toxicity mechanism for this mycotoxin. This divergent impact of CIT and OTA on ROS production is
in complete agreement with a recent study showing that CIT-, but not OTA-induced hepatotoxicity,
is efficiently counteracted by antioxidant treatment [49]. However, the genomic response of yeast
to OTA does include the upregulation of some antioxidant functions, which interestingly are
different from the antioxidant genes induced by CIT. OTA induces, for example, the expression
of both mitochondrial /peroxisomal and cytosolic catalases (Cttl and Ctal), while CIT preferentially
stimulates enzymatic functions involved in glutathione metabolism (Ecm4, Glrl, Gshl, Gtt2, and Grx2).
Thus, apart from considerable differences in absolute ROS induction, it might be possible that CIT
and OTA produce distinct types of reactive oxygen species. These differences are striking because CIT
and OTA are structurally related mycotoxins. Both share a dihydroisocoumarin moiety as the central
structure element, which is coupled to the amino acid phenylalanine in the case of OTA. However,
a functional divergence has been suggested also with respect to the environmental conditions, which
induce the biosynthesis of CIT or OTA in their natural producer Penicillium verrucosum. Here different
stress conditions, such as oxidative or salt stress, have been shown to differentially favor the production
of one mycotoxin over the other [19,20].

Despite a large scientific effort, the critical mechanism underlying OTA cytotoxicity still remains
unknown. Oxidative stress has been widely implied in OTA action [15], but it certainly cannot
explain the carcinogenic properties of this mycotoxin. Here we confirm that OTA is able to trigger
an antioxidant response in yeast, however, ROS production is not the principle effect of OTA. This is
in agreement with recent studies, which demonstrate in rats that renal carcinogenicity and cell cycle
aberrations caused by OTA cannot be explained by oxidative damage [51,52]. Here we show that OTA
treatment causes a general deregulation of developmental genes in yeast. This effect is OTA-specific
and is not observed upon CIT exposure. The affected gene functions are related to the processes
of meiosis and sporulation, which are normally tightly repressed in haploid yeast cells such as the
strains used here for the transcriptomic experiments. Therefore, OTA seems to cause a genomic
reprogramming of a developmental process, which is normally exclusively triggered in diploid yeast
cells upon the appropriate environmental stimuli [53,54]. A tight epigenetic control, composed of
specific DNA-binding factors which recruit histone deacetylases such as the Hst1 sirtuin to meiotic and
sporulation genes, are known in yeast to assure repression of these developmental genes in haploid
cells [55-57]. How OTA can interfere with the epigenetic control of silenced genes in yeast is currently
only speculative, but opens an emerging research towards the biological function of this mycotoxin.
This is of outstanding importance because the interference with gene silencing and the function of
sirtuin histone deacetylases are hallmarks in the reprogramming of cancer cells [58,59] and thus
could provide insights into the carcinogenic function of OTA. Taken together, our results demonstrate
divergent biological effects of two related mycotoxins, which will be important for understanding their
toxicity mechanisms at the molecular level.

4. Materials and Methods

4.1. Yeast Strains and Growth Conditions

Saccharomyces cerevisiae strains used in this study were: wild type BY4741 (MATa; his3A1; leu2 AO;
met15A0; ura3A0) and the mutant alleles yap1:KanMX4; skn7::KanMX4; yorl::KanMX4; pdr5::KanMX4;
sng2::KanMX4. For luciferase assays the cells were transformed with the respective lucCP* fusion
plasmids and grown in synthetic dextrose (SD) medium which contained 0.67% yeast nitrogen base,
50 mM succinic acid pH 5.5, 2% dextrose, 100 mg/L methionine, 100 mg/L leucine, and 25 mg/L
uracil. For CIT and OTA sensitivity assays on agar plates, the respective yeast strains were grown
in SD liquid medium containing 2% dextrose to exponential growth phase and then incubated with
400 uM of CIT or OTA for the indicated time in small culture aliquots in multiwell plates at 28 °C.
Citrinin and ochratoxin A were purchased from Enzo Life Sciences (Farmingdale, NY, USA), and stock
solutions were prepared with DMSO as the solvent.
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4.2. Plasmid Constructions

The destabilized luciferase reporter fusions with the natural GRE2 or SOD2 promoters are
described elsewhere [60,61]. Briefly, the GRE2-lucCP* fusion contains the upstream 940 nucleotides of
the GRE2 gene fused with the destabilized luciferase lucCP* gene in a centromeric HIS3-containing
yeast expression plasmid. The SOD2-lucCP™ fusion contains the upstream 977 nucleotides of the SOD2
gene in the same vector backbone. The AP-1-specific destabilized luciferase reporter is described in [60].
Briefly, it contains a triple insertion of the AP-1 promoter element in the CYC1 core promoter fused
to lucCP* in centromeric HIS3-containing yeast expression plasmids. A PDR5-luciferase expressing
reporter strain was created by integrative transformation of a PDR5-lucCP*—Kan MX DNA cassette
into yeast wild type strain BY4741 to replace the endogenous PDR5 gene with the destabilized
luciferase gene.

4.3. Live Cell Luciferase Assays

Yeast strains transformed with the respective luciferase reporter plasmids were grown at 28 °C
overnight in SD medium to OD = 2 at 600 nm. The culture volume necessary for the entire luciferase
assay was incubated on a roller at 28 °C for 90 min with 0.5 mM luciferin (Synchem, Felsberg,
Germany) from a 10 mM stock solution in Dimethylsulfoxide. The culture was then distributed in
120 pL aliquots in white 96-well plates (Nunc, Penfield, NY, USA) and growing concentrations of
CIT or OTA were added from a stock solution in DMSO. In Figure 1, 200 uM (= 50 ppm), 800 uM
(=200 ppm), and 1600 uM (=400 ppm) of CIT and 124 pM (= 50 ppm), 497 uM (= 200 ppm), and 994 uM
(=400 ppm) of OTA were applied. Additionally, a constant dose of 200 uM (= 50 ppm) of CIT was
combined with growing OTA concentrations (124 uM (= 50 ppm), 497 uM (= 200 ppm), and 994 uM
(= 400 ppm)). In Figure 3, 20 uM, 40 uM, 100 uM, 200 uM, 400 uM, and 800 uM of CIT or OTA
were used. The mock-treated samples contained the same concentration of solvent without the
mycotoxin. The light emission from the culture aliquots was continuously recorded in a GloMax
Multidetection System (Promega, Madison, WI, USA) in the luminometer mode. Data were normalized
for the absolute number of cells used in the assay and processed in Microsoft Excel (2010). For each
condition, three independent culture aliquots were analyzed. The maximal luciferase activity depicted
in Figures 1C and 4B was calculated by correcting the maximal light emission for each treatment with
the value obtained for the mock-treated culture.

4.4. Yeast Sensitivity Assays

For plate assays, the yeast strains under study were grown in SD liquid medium to exponential
growth phase. 1:1, 1:10 and 1:100 dilutions of culture aliquots were then distributed in multiwell
plates and exposed for the indicated time to CIT or OTA added from stock solutions in DMSO.
Equal amounts of cells were then plated on fresh yeast extract peptone dextrose (YPD) agar plates,
which were incubated at 28 °C for 2 days.

4.5. Microarray Experiments and Analysis

For the comparison of the transcriptome upon various mycotoxin treatments, the pdr5 mutant
strain was used. Cells were grown in SD medium until exponential phase and then subjected to
four different toxin treatments: control (mock treated with solvent), CIT (200 ppm for 60 min), OTA
(200 ppm for 30 min), and a combination of both mycotoxins CIT/OTA (100 ppm each for 30 min).
Total RNA was prepared from four independent culture aliquots for each condition using the acid
phenol extraction method. Total RNA was further purified with the RNeasy Mini kit (Qiagen, Valencia,
CA, USA). The samples were labeled using the one-color method with Cy3 fluorophore, hybridized
to Agilent Yeast Gene Expression 8 x15 K microarrays, and scanned with Agilent DNA Microarray
Scanner (G2505B, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Raw data were obtained using the
Feature Extraction software 9.5.1 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA, 2007). These procedures
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were performed by the Genomic Service of the Instituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas
(IBMCP, Valencia, Spain). Data analysis was performed using GeneSpring 12.6 (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, USA). Data were normalized using the quantile method and then statistically analyzed
with the Student ¢-Test. Significant differences in gene expression were selected using a p-value < 0.05.
To avoid the detection of false positives, a multiple testing correction (Bonferroni FWER) was applied to
obtain corrected p-values. The complete dataset from all transcriptomic experiments of this publication
has been assigned accession number GSE84187 in the Gene Expression Omnibus (GEO) Database.
Significantly enriched functional gene groups were identified with the YeastMine Gene Ontology (GO)
search option of the Saccharomyces cerevisize Genome Database (SGD).
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