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Leidraad

Ledraad

Het voorgestelde werk is opgedeeld in 5 delen.

In de literatuurstudie worden eerst de antimicrigbigeptiden in het algemeen besproken,
waarna een uitgebreide literatuurstudie volgt dustatine 5. De histatine-familie, de structuur
van histatine 5 en vooral het werkingsmechanisnmehistatine 5 worden in detail behandeld.
Dit deel bevat één manuscript. Een review artiledofireven op vraag van Prof. C. Ratledge
(editor van Biotechnology Letters) dat gepubliceerd werd imBiotechnology Letters. Het
beschrijft de belangrijkste antimicrobiéle peptidi® voorkomen in de mens: de defensines, het
cathelicidine LL-37 en de histatines. Verder woirdtde inleiding aandacht besteed aan het
organisme dat voornamelijk gebruikt wordt in ditriyeC. albicans. En als laatste wordt het
pro-apoptotische eiwit Bax en Bax-geinduceerde omald in verschillende gisten kort
besproken.

In het tweede deel worden de doelstellingen vadaltitoraatswerk omschreven.

Het derde deel omvat de resultaten en is ondergltde 4 hoofdstukken. Hoofdstuk 1 is een
manuscript dat gepubliceerd is Yeast. Het beschrijft in detail de expressie van BaxGdp-
Bax in C. albicans en de gevolgen voor de gistcellen. Hoofdstuk Zlbaiét de synthese en
karakterisatie van histatine 5 en de introductia e&n celdoodproces i@. albicans door
middel van incubatie van de cellen met histatinel&@ofdstuk 3 bestaat uit een manuscript dat
gepubliceerd werd iBiotechnology Letters en dat het celdoodproces geinduceerd door histatin
5 vergelijkt in twee verschillende gisted, albicans enS. cerevisiae, vooral met betrekking tot
de activiteit van de mitochondrién. Het laatste fistuk bevat een manuscript dat ingediend
werd ter publicatie in het tijdschriEukaryotic Cell. Het beschrijft de identificatie van genen,
die een inviloed hebben op het histatine 5-geinddeeeeldoodproces, door middel van
screening van een overexpressiebank en door middel van mirayanalyse.

In het vierde deel worden de resultaten samengevat.

Het laatste deel (addendum) bevat een publicatizwaa ik niet de eerste auteur ben. Het
manuscript beschrijft de transcriptionele reactin 8 cerevisae op Bax-expressie en deze
transcriptionele reactie wordt vergeleken met dadcriptionele reactie op,8,. Verder wordt

de invlioed varOYES3 op Bax-geinduceerd NADPH verlies en lipide peratielbesproken.
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LITERATUURSTUDIE

In dit eerste deel zullen de elementen besprokexdewmodie de basis vormen van de resultaten
die in deze thesis voorgesteld zullen worden. Inhderste hoofdstuk van dit deel zullen de
antimicrobiéle peptiden besproken worden, waarbipral de histatines in detail behandeld
zullen worden. Dit eerste hoofdstuk bevat een mwdée geschreven is op uitnodiging van de
editor van Biotechnology LettersProfessor Colin Ratledge, en die gepubliceerdniglit

tijdschrift. Candida albicans, het organisme dat hoofdzakelijk gebruikt werd als
onderzoeksobject in dit werk zal besproken wordeeen tweede hoofdstuk. Verder zal in een

laatste hoofdstuk Bax-geinduceerde celdood inkgidtbesproken worden.

1 Antimicrobiéle peptiden

1.1 Het aangeboren immuunsysteem en antimicrobjgéptiden

De overleving van multicellulaire organismen in eemgeving vol met pathogenen is
afhankelijk van een goed werkend immuunsysteemgemen ze voortdurend worden
blootgesteld aan potentieel schadelijke micro-ogyaan. Het immuunsysteem bestaat uit het
aangeboren, niet-specifiek immuunsysteem en hgitilammuunsysteem. Het aangeboren
immuunsysteem zorgt voor een snelle detectie emieteging van schadelijke micro-
organismen. De werking van dit aangeboren immudeeys vereist, in tegenstelling tot het
adaptief immuunsysteem, geen voorafgaande periadénductie, het hangt immers niet af van
de klonale expansie van antigenspecifieke lymfatyte

Het immuunsysteem kan beschouwd worden als eenerletvan verdedigingsmechanismen,
die werkzaam zijn op verschillende niveaus. Hetiéld contact van pathogene micro-
organismen met de gastheer vindt gewoonlijk pleatdoogte van de innerlijke en uiterlijke
lichaamsoppervlakken (door contact, inslikken, eradn), zoals de huid en de epitheliale
oppervlakken van het gastro-intestinaal, het umutgal en het respiratorisch stelsel. Het
contact van de micro-organismen met gastheerwdedselerschillende gevolgen hebben:

1) De binnendringende micro-organismen worden geééerd door het aangeboren
immuunsysteem van de gastheer zonder een inflanmmatactie of de activatie van
het adaptief immuunsysteem.

2) De initiéle werking van het aangeboren immuutesms is niet voldoende om het
micro-organisme te bestrijden. Als gevolg hiervaraden de effector mechanismen van
het aangeboren immuunsysteem opgereguleerd. Deretosén hebben directe
antimicrobiéle activiteit en recruteren inflammagocellen en cellen van het adaptief
immuunsysteem wat uiteindelijk resulteert in dengliatie van het micro-organisme. In
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dit scenario houdt het aangeboren immuunsysteewemieibbelingstijd van het micro-
organisme voldoende onder controle om een ovenstehan het immuunsysteem te
vermijden.

3) Het micro-organisme groeit het aangeboren erpt@laimmuunsysteem boven het
hoofd. Deze situatie leidt, gepaard gaande metst®ke inflammatoire respons, tot de
dood van de gastheer.

4) Micro-organismen met specifieke fysiologischenmassingen kunnen lange tijd
overleven in de gastheer. In dit geval zijn de esctvan het immuunsysteem niet
voldoende om de indringer te verwijderen (Bals,®00

Het aangeboren immuunsysteem is de eerste-lijnsdigithg van een gastheer tegen infectie.
Het is de eerste barriere die micro-organismen emo@asseren om de gastheer binnen te
dringen. Deze barriére is opgebouwd uit veschikeoamponenten zoals de epitheliale barriére,
slijmproductie, beweging van cilia, lage pH van bestro-intestinaal stelsel, het uro-genitaal
stelsel en van de huid, de aanwezigheid van fagomytle cellen, niet-specifieke humorale
factoren, alternatief geactiveerde complement chesanzoverder (Kamyst al, 2003). Het is

in staat om onderscheid te maken tussdfennon-selfdoor de herkenning van geconserveerde
microbiéle structuren. Het resultaat is de vergiagj en verwijdering van de microbiéle
indringers en de regulatie van de inflammatoirpoes (Ryley, 2001).

Indien de epitheliale barriere van het lichaam igorbroken, bezit het aangeboren
immuunsysteem over een waaier reeds aanwezigemaigliseerbare cellen zoals neutrofielen
en macrofagen, epitheelcellen, mastcellen, eosleofj en natural killer cellen om de
binnendringende micro-organismen initieel te bgirn. Deze cellen expresseren een grote
variéteit aan receptoren, zodsll-like receptoren en C-lectine receptoren die geactiveerd
worden door componenten van de microbiéle pathogebié resulteert in de vrijstelling en/of
activatie van meerdere effectormoleculen en mediatgan het gastheer immuunsysteem zoals
de complement cascade, cytokines, chemokines, axiges, stikstofoxides, prostaglandines,
acute fase proteinen en antimicrobiéle peptidempé@peimet al, 2003).

Antimicrobiele peptiden zijn wijd verspreid in dataur. Ze werden geisoleerd uit verschillende
organismen waaronder bacterién, schimmels, plamesrtebraten en vertebraten. De eerste
raporten van plantpeptiden met antibacteriéle difiargale werking dateren van de vroege
jaren zeventig (Fernandez de Calejaal, 1972). De laatste vijfentwintig jaar zijn een tgro
verscheidenheid aan antimicrobiéle peptiden ontddkt aantal antimicrobiéle peptiden van
dierlijke en plantaardige oorsprong is gestegervéoschillende honderden en databanken zijn

voorhanden (http://aps.unmc.edu/AP/main.html

http://www.bbcm.univ.trieste.it/~tossi/pagl.htm en http://research.i2r.a-
star.edu.sg/Templar/DB/ANTIMIG{Brahmacharet al, 2004; Wang & Wang, 2004).
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Door de groeiende resistentie van bacteria en fuagr de algemeen gebruikte antibiotica en
door het besef dat antimicrobiéle peptiden en ®tigthe analogen hiervan potentieel gebruikt
kunnen worden als therapeutica, is er een groeiendeesse in deze peptiden (Redstyal,
2004). Verder hebben de meeste van deze peptitebrede waaier van eigenschappen. Naast
hun antimicrobiéle activiteit kunnen ze verschitlerbiologische processen beinvioeden zoals
inflammatie, proliferatie, wondheling, vrijstellingan cytokines, homeostasis, chemotaxis en
het behoud van het evenwicht tussen proteasen @eage inhibitoren (Bals, 2000). De
antimicrobiéle peptiden verschillen sterk in amumaz samenstelling, lengte en secundaire
structuur. Ondanks deze verschillen spelen ze abéeen essentiéle rol in het immuunsysteem
door het verhinderen of limiteren van infecties agd®erd op hun capaciteit om specifiek
potentiéle pathogenen te herkennen.

Door de grote variéteit aan antimicrobiéle polypgrt is de nood gerezen om deze in
verschillende groepen onder te brengen. Omdat ntkagteriéle en antifungale proteinen deel
uitmaken van het aangeboren immuunsysteem, zoatsyyne, cathepsine G dracteria
permeability increasing protei(BPI1) (Levy, 1996), moet er vooreerst een ondesistgemaakt
worden tussen proteinen en peptiden. Een algemefirdtieé zegt dat polypeptiden met een
moleculair gewicht groter dan 10 kDa proteinen wardenoemd en polypeptiden kleiner dan
10 kDa, peptiden. Soms kan het onderscheid tussmmipe en peptide nog artificiéler zijn
omdat het gecodeerde genproduct, een precursads (zipade cathelicidinen en lactoferrine),
gedefineerd wordt als proteine, terwijl de eindpicidn peptiden zijn (PR39 en lactoferricine,
respectievelijk).

De eerste classificatie van antimicrobiéle peptidpneen taxonomische basis bleek niet te
voldoen door het feit dat dezelfde structurele guan voorkomen in peptiden van totaal
verschillende organismen. Daarom werd een alt@vatlassificatie voorgesteld (Tabel 1). Op
basis van hun algemene aminozuursamenstellingeemaaire structuur kunnen antimicrobiéle
peptiden ingedeeld worden in drie klassen (AndreRi¥as, 1998; Boman, 1998; Bals, 2000).

1) Lineaire,a-helicale peptiden zonder cysteines. Tot deze gbebpren bijvoorbeeld de
cecropines van het varken, magainines en dermassptan de kikker en LL-37/hCAP-
18 van de mens.

2) Peptiden met een even aantal cysteines, djd aitramoleculair gebonden zijn. De
peptiden kunnen één (thanatibovine dodecapeptide), twee (protegrines), drie
(defensines) of meer (drosomycine van de fruityliagavelbruggen bevatten.

3) Lineaire peptiden rijk aan één of twee aminoapyp®als proline, arginine, tryptofaan of
histidine. Deze peptiden bevatten meestal geeneitygst Voorbeelden zijn de
apidaecines van de bij, bactenicine 5 en bacteniirvan rund, PR-39 van varken,

histatines, ... .
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De belangrijkste antimicrobiéle peptiden die bijn®en zijn geidentificeerd, behoren tot de

defensines, cathelicidines en histatines.

Groep 1: Lineaire, a-helicale peptiden zonder cysteines

Peptide Sequentie Organisme
LL-37:hCAP18 LLGDFFRKSKEKI GKEFKRI VQRI KDFLRNLVPRTES mens (Homo sapiens)
Cecropin P1 SWLSKTAKKLENSAKKRI SEG Al Al QGGPR varken (Sus scrofa)
Magainin | G GKFLHSAGKFGKAFVGEI NKS kikker (Xenopus laevis)

Groep 2: Peptiden met cysteines verbonden door zwav  elbruggen

Peptide Sequentie Organisme

Eén zwavelbrug

Bovine dodecapeptide RLCRI WI RVCR rund (Bos taurus)

Thanatin GSKKPVPI | YC- NRRTGKCQRM insekt (Podiscus maculiventris )
Twee zwavelbruggen

Protegrin | RGGRLCYCRRRFCVCVGR varken (Sus scrofa)

Drie zwavelbruggen (defensines)
a-defensine familie

HNP-1 ACYCRI PACI AGERRYGTCl YQGRLWAFCC mens (Homo sapiens)

HD-5 ARATCYCRTCGRCATRESL SGVCEI SGRLYRLCCR mens (Homo sapiens)

RK-1 MPCSC- KKYCDPWEVI DGSC- GLFNSKYI CCREK konijn (Oryctolagus cuniculus)
[B-defensine familie

hBD-1 DHYNCVSSGGQCL YSACPI FTKI QGTCYRGKAKCCK mens (Homo sapiens)

TAP NPVSCVRNKGE CVPI RCPGSMKQ GTCVGRAVKCCRKK rund (Bos taurus)

Gallinacin | GRKSDCFRKSGFCAFLKCPSLTLI SGKC- SRFYLCCKRI W kip (Gallus gallus)
6-defensine familie (cyclische peptiden)

rTD-1 GFCRCLCRRGVCRCI CTR rhesus aap (Macaca mulatta)
Insect defensines

Sapecin LTCEI DRSLCLLHCRLKGYLRAYCSQKVCRCVQ vlieg (Sarcophaga peregrina)

Meer dan drie zwavelbruggen

Drocomycin DCL SGRYKGPCAVWDNETCRRVCKEEGRSSGHCSPSLKCWCEGC  fruitvlieg (Drosophila melanogaster)

Groep 3: Lineaire peptiden rijk aan bepaalde aminoz  uren

Peptide Sequentie Organisme
Abaecin YVPLPNVPQPGRRPFPTFPGQGPFNPKI KWPQGY bij (Apis mellifera)
Bactenecin 5 RFRPPI RRPPI RPPFYPPFRPPI RPPI FPPI RPPFRPPLRFP  rund (Bos taurus)
Histatin 1 DSHEKRHHGYRRKFHEKHHSHKEFPFYGDYGSNYL YDN mens (Homo sapiens )
PR-39 RRRPRPPYL PRPRPPPFFPPRLPPRI PPGFPPRFPPRFP varken (Sus scrofa)

Tabel 1 Algemene classificatie van antimicrobiéle peptid€ysteine residuen in de defensines zijn

onderlijnd.
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1.2 Antimicrobiéle peptiden van de mens

Naar aanleiding van de publicatie van het artikglé of oxidative phosphorylation in histatin
5-induced cell death irBaccharomyces cerevisiae' in het tijdschBibtechnology Letters
werden we uitgenodigd door Professor Colin Ratle@gé&or van dit tijdschrift, om een mini-
review te schrijven over antimicrobiéle peptideret Fesultaat is een review die de belangrijkste
menselijke antimicrobiéle peptiden behandelt: déerd@nes, het cathelicidine LL-37 en de
histatines. In deze review worden in het kort decstiur en de activiteit van deze peptiden
besproken. Verder wordt het werkingsmechanismehigtatine 5 besproken en vergeleken met

het werkingsmechanisme van defensines en LL-37.
Review artikel
De Smet, K. en Contreras, R.

Human antimicrobial peptides: defensins, cathdlisidnd histatins.
Biotechnology Letterg7, 1337-1347, 2005.

Human antimicrobial peptides: defensins, catheliciths and histatins

Kris De Smet? & Roland Contrerdg

'Unit of Fundamental and Applied Molecular Biolodyepartment for Molecular Biomedical
Research, Ghent University and VIB, Technologief®#k, B-9052 Ghent, Belgium

2 Current address : Flen Pharma NV, Drie EikensB6éat B-2650 Edegem, Belgium.

*Author for correspondence (Fax: ++32 9 3313502 ; -maéil:
Roland.Contreras@dmbr.UGent.be)

Key words antimicrobial peptidesathelicidin, defensins, histatins, innate immunity
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Abstract

Antimicrobial peptides, which have been isolatednfr many bacteria, fungi, plants,
invertebrates and vertebrates, are an importanpooent of the natural defenses of most living
organisms. The isolated peptides are very hetesmyenin length, sequence and structure, but
most of them are small, cationic and amphipathicese peptides exhibit broad-spectrum
activity against Gram-positive and Gram-negativetér@a, yeasts, fungi and enveloped viruses.
A wide variety of human proteins and peptides diswe antimicrobial activity and play
important roles in innate immunity. In this revieme will discuss three important groups of
human antimicrobial peptides. The defensins ariomiat nonglycosylated peptides containing
six cysteine residues that form three intramoleculisulfide bridges resulting in a triple-
stranded3-sheet structure. In humans, two classes of defertsin be foundx-defensins and
B-defensins. The defensin-related HE2 isoforms aldb be discussed. The second group is the
family of histatins, which are small, cationic, tidine-rich peptides present in human saliva.
Histatins adopt a random coil structure in aquesmlgents and forna-helices in hon-aqueous
solvents. The third group comprises only one amtfiofiial peptide, the cathelicidin LL-37. This
peptide is derived proteolytically from ti&terminal end of the human CAP18 protein. Just
like the histatins, it adopts a largely random amihformation in a hydrophilic environment,

and aa-helical structure in a hydrophobic environment.
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Introduction

Multicellular organisms are permanently exposedthiousands of potentially pathogenic
microorganisms. Innate immunity forms a first lioé defense against infection by these
microorganisms. An important part of innate immunga group of peptides with antimicrobial
activity. Initial reports of plant peptides withtdracterial or antifungal properties date from the
early 1970s (Fernandez de Calejal, 1972). Over the past twenty years, a great diyeo$
peptide antibiotics has been discovered. Antimielopeptides from plants and animals now
number in the hundreds, and databases have been abligstd
(http://aps.unmc.edu/AP/main.html  http://www.bbcm.univ.trieste.it/~tossi/pagl.htm and
http://research.i2r.a-star.edu.sg/Templar/DB/ANT®Y)I (Brahmacharyet al, 2004; Wang &

Wang, 2004). In view of the increasing resistancbazteria and fungi to the commonly used
antibiotics, there is growing interest in peptidilsiotics, driven by awareness of the potential
therapeutic applications of these peptides or thgithetic analogues (Reddy al, 2004). All
these peptides have a broad range of biologicaepties. Besides antibacterial and antifungal
activities, some of these peptides also possesdgrahbr anticancer properties. Furthermore,
they can influence inflammation, proliferation, vmol healing, release of cytokines,
homeostasis, chemotaxis and the preservation ddlante between proteases and protease
inhibitors (Bals, 2000). These peptide antibiotics differ viydi@ their biochemical properties
(amino acid composition, length and secondary &iraf. However, they all play essential roles
in nonspecific host defenses by preventing or iimgitinfections by their ability to selectively
recognize potential pathogens. Most peptides dkeit antifungal or antibacterial effects by
interacting with and destabilizing the microbial mimane, leading to cell deathlowever,
different modes of action are proposed for sevpegitides, including inhibiting synthesis of
specific membrane proteins (Engstragh al, 1984; Axenet al, 1997) or stress proteins
(Groisman, 1996), arrest of DNA synthesis (Bonwnal, 1993), breakage of single-strand
DNA (Batemanet al, 1991), interaction with DNA (Parkt al, 1998), and production of
hydrogen peroxide (Leenst al, 1996). Antimicrobial peptides can also act byggdering
apoptosis in eukaryotic cells (Velasebal, 1997; Yooet al, 1997) or autolysis in bacterial
targets (Chitnigt al, 1993).

Kris De Smet Doctoraatsthesis 9



Literatuurstudie

Human antimicrobial peptides

A wide variety of human proteins and peptides havémicrobial activity. This review will be
limited to discussing three important groupkefensins (and the related HE2 isoforms), the
cathelicidin LL-37 and histatins.

Defensins

Mammalian defensins are cationic nonglycosylatedtigdes with arginine as the primary
cationic residue. They have molecular masses of H%kDa and contain six cysteine residues
that form three intramolecular disulfide bridgeslfter, 2004; Ganz, 2005). In humans, two
classes of defensins can be foundiefensins an@-defensins (Table 2).

The a-defensins are 29-35 amino acids long; the thredfitie bridges are between residues 1
and 6, 2 and 4, and 3 and 5, resulting in pepfolesing a triple-strandefl-sheet structure with

a -hairpin loop containing cationic charged molecul€g. 1A). In humans, foun-defensins
have been isolated from neutrophils (HNP-1 to 4).féur a-defensins can be found in the
azurophilic granules of neutrophil granulocytes.IfH# the azurophilic protein content is
composed of HNP-1, 2 and 3, whereas HNP-4 is pteddiower concentrations (Gaet al,
1990). HNP-1 to 3 are also found in B cells anduratkiller cells. In neutrophils, tha-
defensins play a role in the oxygen-independetiihgilof phagocytosed microorganisms. Two
a-defensins (HD-5 and 6) are referred to as entiefensins, and are found in the granules of
Paneth cells of the small intestine and in thehetitl cells of the female urogenital tract (Jones
& Bevins, 1992, 1993). The genes for all sixdefensins are found in the same region of
chromosome 8. Alpha-defensins are expressed asopeggides that have no antimicrobial
activity. TheC-terminal part of the peptide is responsible far #ntimicrobial activity. In the
case of the enteric defensins, a single metalleprase is responsible for the release of the
active peptide.

Human B-defensins are somewhat larger thamuefensins. Although there is little primary
sequence homology between these two defensin &mnitheir tertiary structures are very
similar because of the presence of three disulfideds. Inp-defensins the three disulfide
bridges are between residues 1 and 5, 2 and 43 amdl 6, also resulting in peptides with a
triple-strandedB-sheet structure and (xhairpin loop containing cationic charged molecules
(Lehrer, 2004) (Fig 1B). The first hum@ndefensin (hBD-1) was isolated from hemofiltrate of
patients undergoing dialysis treatment. hBD-1 igregsed in epithelia that are directly exposed
to the environment or microbial flora (e.g. in theg, mammary gland, salivary gland, kidney,
pancreas and prostate) (Bensthal, 1995). A second member of the family, hBD-2, viiest

characterized in psoriatic skin. hBD-2 is widelypeessed in epithelia (lung, gut, urogenital
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system, pancreas and skin), leukocytes and the inan@®w. In contrast to hBD-1, exposure of
epithelial tissue to LPS or pro-inflammatory ageriNF-a or IL-1B) upregulates the
expression of hBD-2 (Hardet al, 1997). Another defensin (hBD-3) was isolated frionman
lesional psoriatic scales and cloned from kerajitexxs hBD-1 and 2 show microbicidal
acitivity predominantly against Gram-negative bdeteand only low, if any, microbicidal
activity against Gram-positive bacteria. hBD-3 ibraad spectrum peptide antibiotic that kills
many potential pathogenic bacteria and the oppitionpathogenic yeasCandida albicans
(Table 3). Like hBD-2, hBD-3 is also induced bylamhmatory stimuli, such as TNé-and
contact with bacteria. Skin and tonsils were fotmtie the major tissues expressing the hBD-3
MRNA (Harderet al, 2001). These first three humfndefensins were discovered via the
identification of antimicrobial substances in la@@aounts of biological material. The genes of
these threg-defensins are located in a single cluster at cbsammal region 8p23. Using the
basic local alignment search tool (BLAST), threleenf-defensin genes were discovered in this
region (hBD4-6) (Garci&t al, 2001; Yamaguchet al, 2002). hBD-4 was found to be highly
expressed in the testis. However, Yamaguethal. (2002) could not confirm this, but they
showed that hBD-4, hBD-5 and hBD-6 are expressatiérhuman epididymis. The low basal
expression of hBD-4 in lung epithelial cells cobkel upregulated by contact with bacteria or by
phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA), an activatoprotein kinase C. However, expression
of hBD-4 was not induced by exposure to ldt;1L-6, IFNy or TNF-a. hBD-4 inhibited the
growth of Gram-positive and Gram-negative bactegied of the yeastSaccharomyces
cerevisiae(Garcia et al, 2001). Yamaguchet al. (2002) proposed the division of tle
defensins in two groups: the epididymis-specifiofasms and the other isoforms. The
epididymis-specific isoforms include hBD-4, hBD-#&nd hBD-6. The other isoforms include
hBD-1, hBD-2 and hBD-3 (Yamagucht al, 2002). All of these defensin genes are locatedl in
single gene cluster at chromosomal region 8p23ndJai computational search tool based on
hidden Markov models in combination with BLAST, 8w (-defensin gene clusters and 28
new humarp-defensin genes were discovered (Schettal, 2002). Humar-defensin 118 is a
recently characterized epididymis-specific peptittat binds spermatozoa and has potent
antimicrobial activity (Yenuget al, 2004a).

Besides their antimicrobial activity, defensinsoathow additional properties (Kamystz al,
2003; Oppenheimet al, 2003), such as antitumor activity (Lichtenstedh al, 1986),
stimulation of cell proliferation (Murphyet al, 1993), interference with signal transduction
pathways (Charpet al, 1988), chemoattraction of immune cells (Terrébal, 1989), and

stimulation of cytokine and adhesion molecule esgi@n (Chalyet al, 2000).
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Human epididymis 2 (HE2) protein isoforms

HE-2, a gene expressed in human epididymis (Odtedtoal, 1994) gives rise to multiple
MRNAs that encode a family of small cationic seamgpeptides of 4 to 8 kDa. The localization
of the HE-2 gene in the defensin gene cluster ororchsome 8 and homology to the
antimicrobialf3-defensins suggest that these peptides play arrakee innate epithelial defense
system of the epididymal duct. The HE-2 isoformsitam identical proregions joined to
different C-terminal peptides (Hamiét al, 2000). TheC-terminal peptides are cleaved from
their proregions by a furin-like proprotein conwas, just like th@-defensins. HE-@ and HE-
2B1 are the most prevalent isoforms. Thelefensin-like HE-B1 isoform has the expected
antimicrobial activity. But the HE€isoform also performs antimicrobial activity, atigh this
peptide does not share significant similarity watklefensins (von Horstegt al, 2002; Yenugu
et al, 2004b).

Cathelicidins

Cathelicidins are a family of antimicrobial pepsdaerived from proteins, that contain a highly
conserved signal sequence and a proregion hightgolegous to cathelin, a cathepsin L
inhibitor, but the catheliciditC-terminal domain shows substantial heterogeneitgn@fdck &
Diamond, 2000; Sorensen & Borregaard, 2005). In dnsnonly one cathelicidin has been
characterized, LL-37 (Table 2). This peptide isids=t by proteolysis from th€-terminal end

of the human CAP18 protein (hCAP18) (Gudmundssbral, 1996) and is expressed in
leukocytes such as neutrophils, monocytes, NK c€lisells and B cells, and in epithelial cells
of the testis, skin, and the gastrointestinal aedpiratory tracts (Cowlanét al, 1995;
Gudmundssowet al, 1996; Frohnet al, 1997; Balset al, 1998; Agerberttet al, 2000). LL-37

is induced by inflammatory or infectious stimulirgfm et al, 1997) and has antimicrobial
activity against both Gram-positive and Gram-negabacteria (Turneet al, 1998) (Table 3).
Besides its antimicrobial activity, the peptide ddnand neutralizes LPS and protects against
endotoxic shock in a murine model of septicemialgBat al, 1999). Furthermore, it is
chemotactic for neutrophils, monocytes, mast catid T cells, induces degranulation of mast
cells, alters transcriptional responses in macrgesastimulates wound vascularization and re-
epithelialization of healing skin (Zanetti, 2004nd has antitumor activity (Okumugd al,
2004). LL-37 is composed of 37 amino acid residaes| has a linear structure because it does
not contain cysteine. The peptide adopts a largahglom coil conformation in a hydrophilic

environment, and am-helical structure in a hydrophobic environmentrfiaret al, 1998).
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Histatins

Histatins comprise a family of small, cationic, tidie-rich peptides of 3-4 kDa present in
human saliva (MacKagt al, 1984a). The peptides are constitutively prodienedi secreted by
the submandibular, sublingual and parotid glandsderSpelet al, 1989; Ahmackt al, 2004).
These histidine-rich peptides were first descrilvetthe early 1970s as peptides that enhance the
glycolytic activity of microorganisms (Holbrook & &an, 1973). Later reports described their
potent bactericidal (MacKagt al, 1984b) and, more importantly, fungicidal propest{Pollock

et al, 1984) (Table 3). These peptides form part of ithate immune system and play an
important role in maintaining oral health by limigj infections in the oral cavity. The histatin
family consists of several members (Castagebk, 2004), of which histatin 1, 3 and 5 are the
most important (Table 2). The histatins are encdoedwo closely related geneblIS1 and
HIS2), with histatin 1 and histatin 3 as primary proguof HIS1 and HIS2 respectively.
Histatin 5 is formed by further processing of Hista3 (Sabatini & Azen, 1989).
Characterization of these three peptides showedthles have linear structures containing 38,
32 and 24 amino acid residues, respectively, aatdach of them has seven histidine residues
(Oppenheimet al, 1988). Characterization of the secondary strectervealed that histatin 5
adopts a random coil structure in agueous solvents ana-helix structure in non-aqueous
solvents (Fig. 2) (Ragt al, 1998). Of all histatins, histatin 5 has the sgest antimicrobial
activity, and most of the research on histatins foxzised on this peptide. It has potent
antifungal activity against the pathogenic fui@gandida albicansCryptococcus neoformans
and Aspergillus fumigatugTsai & Bobek, 1997; Helmerhor&t al, 1999a) Besides their
antimicrobial activity, histatins also possess bptpeoperties: they bind to hydroxyapatite
(Jenseret al, 1992), human salivary mucin MG1 (lontchestaal, 1997), and tannins, plant-
derived polyphenolic compounds (Yan & Bennick, 1@9Burthermore, histatin 5 inhibits
inflammatory cytokine induction from human fibrosla (Imataniet al, 2000), inhibits the
leukotoxin activity ofActinobacillus actinomycetemcomitafidurakamiet al, 2002), inhibits
host and bacterial enzymes implicated in periododisease (Gusmaet al, 2001a), and
exhibits metallopeptide-like properties (Gusnedmml, 2001b).

P-113, a 12-amino-acid fragment of histatin 5, wientified as the smallest fragment that
retains anticandidal activity comparable to thathaf parent compound (Rothsteihal, 2001).
This peptide was used in a mouth rinse and gel dations in phase /1l clinical trials to
evaluate its safety and its efficacy against plagnd gingivitis. The data of both studies
indicated that these formulations are safe andatdd by humans. In addition, they reduce the
development of gingival bleeding, gingivitis anchgpie in a human experimental gingivitis
model (Paquettet al, 2002; Van Dykeet al, 2002).
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Mode of action

Antimicrobial peptides such as defensins, cathdilisi and histatins have broad-spectrum
activity against Gram-positive and Gram-negativetérda, yeasts, fungi and enveloped viruses.
The general mode of action of the defensins anbetieidin is electrostatic binding of the
cationic peptide to the outer surface of the pathodollowed by insertion of the peptide into
the cytoplasmic membrane, resulting in leakage haf ¢ell contents into the extracellular
medium (Whiteet al, 1995; Bals, 2000).

Defensins have @-sheet structure, whereas histatins form amphipatthielices (Fig. 1 and 2).
The mode of action of most linearhelical peptides is comparable to that of the nlgfes.
They have a net positive charge that attracts therthe anionic microbial surface. Their
amphipathic structure favors insertion into micedbimembranes, which results in
permeabilization of the plasma membrane. These tevementually lead to loss of the
intracellular contents and possibly lysis of thecmoorganism. However, extensive research
over the past years on the mechanism of actionstétin 5 showed that the histatins have a
mechanism of action that differs from that of mastelical peptides. The mechanism of action
of histatin 5 includes the binding of the peptideat receptor, followed by the uptake of the
peptide into the cell, cell cycle arrest, effluxATP out of the cell, targeting of the peptide to
specific intracellular structures, and productiémeactive oxygen radicals (ROS) (Kavanagh &
Dowd, 2004). Unlike other antimicrobial proteinsistatins do not appear to lyse lipid
membranes, as determined by release and dequerafhiing fluorescent dye calcein. Analysis
of the magnitude and time course of histatin-inducalcein release fror€. albicanscells
showed that loss of cell integrity was a secondsfgct following cell death, rather than the
result of primary disruption of the yeast cell mearte (Edgertoet al, 1998).

Efforts to unravel the mechanism of action of hist® in C. albicanshas been going on for
several years. Edgertat al. (1998) reported the binding &-histatin 5 to a 67 kDa plasma
membrane protein. This protein was later identiisdSsal/2 (heat shock protein 70)édtLal,
2003). After binding to Ssal/2, the peptide is nmédized and targeted to the mitochondria
(Helmerhorstet al, 1999b). Once internalized, histatin 5 induces ¢figux of ATP and
potassium ions from the cell, G1 cell cycle arrast] dysregulation of cell volume homeostasis,
which is closely coupled with loss of intracellulaTP (Koshlukovaet al, 1999; Baewt al,
2002). The histatin 5-induced ATP release occurdevthe cells are still metabolically active
and before any cell lysis occurs. The extracelld@P is thought to interact with a purinergic
receptor, which in turn induces cell death aftéivation (Koshlukovaet al, 2000).

The action of histatin 5 of. albicansrequires respiring cells and active mitochondhat t
perform oxidative phosphorylation (Helmerhoestal, 1999b). Petite cells ¢f. albicans these
cells are deficient in respiration due to mutationsmitochondrial DNA,are much more
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resistant to histatin 5-induced cell death (Gyuskoal, 2000). Furthermore, uncoupling or
blocking of cellular respiration by carbonyl cyamich-chlorophenylhydrazone (CCCP) or by
azide protects against histatin 5-induced cellldéatause of the uncoupling of the respiratory
chain phosphorylation (Koshlukowt al, 1999). There is also a difference in susceptybdf

the Crabtree-positive yeaSt cerevisiador histatin 5, depending on whether it is growma
fermentable or non-fermentable carbon source. kstatin 5 to exert its fungicidal action,
active mitochondria must be present. WHen cerevisiaeis grown aerobically on a non-
fermentable carbon source (glycerol) the cells @mspiring, resulting in a high oxidative
phosphorylation rate and consequently a high stibddy to histatin 5. Grown aerobically on
glucose, a fermentable carbon sourBe,cerevisiaecells will largely perform fermentation.
Consequently, the mitochondria are not active amahat perform oxidative phosphorylation,
which results in lower susceptibility to histatinBy contrastC. albicans a Crabtree-negative
yeast, does perform oxidative phosphorylation derenentable carbon source under aerobic
conditions, which makes it more sensitive to histd@-induced cell deathln C. albicans
oxidative phosphorylation is absolutely necessanyhistatin 5-induced cell death. Although
oxidative phosphorylation is important for histaiinduced cell death i8. cerevisiagit is not

a prerequisite. This difference points to an addal mechanism for histatin 5-induced cell
death inS. cerevisia¢hat is not present i@. albicans(De Smett al, 2004).

Thus, the respiratory apparatus of the cell seamiset the target of histatin 5, resulting in
inhibition of respiration, formation of radical oggn species (ROS) and finally cell death due to
the oxidation of biologically important moleculesdathe loss of cell integrity (Helmerhorst

al., 2001). However, recent papers state that ROS play no #mlsenie in the candidacidal
activity of histatin 5 (Veermaat al, 2004; Wundeet al, 2004). The formation of ROS may be
secondary to the effects of histatin 5 on cellut@tabolism or ion homeostasis.

Further, potassium channels seem to play a rokestatin 5-induced cell death {. albicans
Baevet al. (2003) first demonstrated the modulating rolehaf K" channel Tok1p in histatin 5-
induced cell death. However, they concluded thdtlpois not the primary site of histatin 5
action. Further work on the *Kchannel Trklp showed that decreased expressicfrkifp
resulted in significant resistance to histatin 8ticed cell death. The Trkl protein seems to be
the essential pathway for ATP loss, and is critfoal the candidacidal activity of histatin 5
(Baevet al, 2004). These recent papers emphasize the rél&@®frelease into the extracellular
medium as critical for histatin 5-induced cell deain contrast to the papers that stress the
important role of mitochondria in the killing pragse More research is necessary to elucidate the
full molecular mechanism by which histatin 5 indsicell death irC. albicans

Extensive clinical use of antibiotics has led te growing emergence of strains of bacteria and
fungi that are resistant to these commonly usedjdrliherefore, the development of a new

class of antibiotics has become critical. Consioleraffort is being invested in investigating
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whether antimicrobial peptides or synthetic denxed thereof can be used as therapeutic
antibiotics. Further, the contraceptive potentiahdew peptides has been explored, and some
peptides have entered clinical trials for use inichl applications other than the exploitation of
their antimicrobial activity, such as the treatmehtiabetic ulcers. From a range of studies it
has become clear that antimicrobial peptides apdi¢ated in several biological processes, and
that they are an important component of the inmateune system. It is encouraging that a few

of these peptides have the potential to be us#ueazpeutic drugs.
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Tables

Table 2. Amino acid sequence of fawdefensins, foup-defensins, the cathelicidin LL37, and

the three most important histatins. Cysteine residn the defensins are underlined.

Peptide Sequence Number of
amino acids

o-defensins

HNP-1 ACYCRIPACIAGERRYGTCIYQGRLWAFCC 30
HNP-4 VCSCRLVFCRRTELRVGNCLIGGVSFTYCCTRVD 34
HD-5 ARATCYCRTGRCATRESLSGVCEISGRLYRLCCR 34
HD-6 RAFTCHCRRS-CYSTEYSYGTCTVMGN-HRFCCL 52
-defensins
hBD-1 DHYNCVSSGGQCLYSACPIFTKIQGTCYRGKAKCCK 36
hBD-2 DPVTCLKSGAICHPVFCPRRYKQIGTCGLPGTKCCKKP 38
hBD-3 QKYYCRVRGGRCAVLSCLPKEEQI GKCSTRGRKCCRRKK 39

hBD-4 LDRICGYGTARCRKK-CRSQEYRIGRCPNTYA-CCLRKPWDESLLNRTK 47

Cathelicidin

LL-37 LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES 37
Histatins

Hstl DSHEKRHHGYRRKFHEKHHSHREFPFYGDYGSNYLYDN 38
Hst3 DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGYRSNYLYDN 32
Hst5 DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGY 24
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Table 3. Activity of antimicrobial peptides agairGtam-positive and Gram-negative bacteria

and somé&andidaspecies.

Peptide (family) Organism Strain Gram-stain  MIC /fpb)
HNP-1 (@-defensin) Listeria monocytogenes EGD positive 39.7
Staphylococcus epidermis positive 5.2
Staphylococcus aureus 502A positive 2.2
MRSA' ATCC 33591 positive 21.2
Bacillus subtilis positive 6.4
VREP® CDC 21 positive 11.9
Escherichia coli ATCC 9637 negative 18
Salmonella typhimurium 7953s negative 8.4
Pseudomonas aeruginosa MR3007 negative >250
Burkholderia cepacia ATCC 35416 negative >250
Stenotrophomonas maltophilia 411 A-15 negative 43
Proteus mirabilis ATCC 7002 negative >250
Proteus vulgaris ATCC 13315 negative >79.1
Candida albicans ATCC 820 yeast >250
HBD-2 (3-defensin) Peptostreptococcus micros ATCC 33270 positive >250
Actinomyces naeslundii 11A01 positive 8.2
Actinomyces israelii 5A40 positive 9.1
Streptococcus sanguis NP506 positive 8.8
Streptococcus mutans ATCC 25175 positive 4.1
Actinobacillus actinomycetemcomitans ATCC 29523 negative >250
Fusobacterium nucleatum ATCC 49256 negative 10.3
Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 negative 34.6
Escherichia coli ATCC 9637 negative 37
Candida tropicalis 7 yeast 39
Candida parapsilosis ATCC 22019 yeast 17.8
Candida krusei ATCC 6258 yeast 12.2
Candida glabrata 932474 yeast 22.7
Candida albicans ATCC 820 yeast 59.2
HBD-3 (3-defensin Peptostreptococcus micros ATCC 33270 positive >250
Actinomyces naeslundii 11A01 positive 7.2
Actinomyces israelii 5A40 positive 9
Streptococcus sanguis NP506 positive 7.6
Streptococcus mutans ATCC 25175 positive 5
Actinobacillus actinomycetemcomitans ATCC 29523 negative >250
Fusobacterium nucleatum ATCC 49256 negative 45
Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 negative 5.7
Escherichia coli ATCC 9637 negative 5.1
Candida tropicalis 7 yeast 35
Candida parapsilosis ATCC 22019 yeast 12.4
Candida krusei ATCC 6258 yeast 2
Candida glabrata 932474 yeast 33.8
Candida albicans ATCC 820 yeast 7.1
LL-37 (cathelicidin} Listeria monocytogenes EGD positive 15
Staphylococcus epidermis positive 7.6
Staphylococcus aureus 502A positive 3.6
MRSA' ATCC 33591 positive 34
Bacillus subtilis positive 2.7
VREP CDC 21 positive 3.5
Escherichia coli ATCC 9637 negative 0.1
Salmonella typhimurium 7953s negative 0.4
Pseudomonas aeruginosa MR3007 negative 4.7
Burkholderia cepacia ATCC 35416 negative >79.1
Stenotrophomonas maltophilia 411 A-15 negative 1.9
Proteus mirabilis ATCC 7002 negative 5.7
Proteus vulgaris ATCC 13315 negative 2.5
Candida albicans ATCC 820 yeast >250
P-113 (histatiny Staphylococcus aureus 102-0485 positive 125
Pseudomonas aeruginosa ATCC 19142 negative 3.1
Burkholderia cepacia cep0455 negative >100
Achromobacter xylosoxidans 8AU negative >100
Stenotrophomonas maltophilia 61AT negative >100
Candida albicans ATCC 10231 yeast 31
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Candida glabrata
Candida krusei
Candida kefyr
Candida parapsilosis

ATCC 98-2229 yeast 16
ATCC 14243 yeast 1.6
ATCC 66028 yeast 6.3

98-2318 yeast 3.1

& (Turneret al, 1998)

® (Joly et al, 2004)

¢ (Sajjanet al, 2001)

9 (Rothsteinet al, 2001)

¢ 12-amino acid fragment of histatin 5
" methicillin-resistanStaphylococcus aureus
9 vancomycin-resistarEnterococcus faecalis
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Figures

Figure 1. Three-dimensional models of the secondamctures of the-defensin HNP-3 (A)
and thep-defensin hBD-1 (B), generated using the programwis&Pdb Viewer (Guex &
Peitsch, 1997). The backbone of the peptide iedinf-strands are indicated with blue ribbons.

Figure 2. Theoretical 3D-model of the secondarucstire of histatin 5, generated using the
programm Swiss-Pdb Viewer (Guex & Peitsch, 199%e backbone and sidechains of the
peptide are in red, the-helical structure is visualized in blue. TReerminus is situated at the

top and theC-terminus at the bottom.
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1.3 Histatine 5

1.3.1 De histatine familie

De verhoging van de metabole activiteit bij micrganismen in de mond door elementen
aanwezig in het speeksel werd reeds in de jaréigvijeraporteerd (Hartles & Wasdell, 1954).
Deze verhoging van de metabole activiteit heeftiagloed op de orale hygiéne, aangezien de
microbiéle glycolyse zorgt voor de aanwezigheid ean zuur milieu, dat verantwoordelijk is
voor de initiatie en progressie van tandbederf. Meeft vastgesteld dat verschillende proteinen
verantwoordelijk zijn voor deze verhoging van detabele activiteit bij orale micro-
organismen (Holbrook & Molan, 1973). Enkele van eleiwitten bleken basische histidine-
rijke peptiden te zijn. Hoewel ze mee verantwodjkleijn voor de vorming van een ongunstig,
zuur milieu in de mond, toch bleken deze peptidek gunstige eigenschappen te hebben voor
de orale hygiéne. Zij binden aan hydroxyapatiat, leeangrijke component van tandglazuur, en
verhinderen de precipitatie van calciumfosfaatzoutespeeksel. Op deze manier helpen deze
peptiden om een gunstig milieu in stand te houdede mondholte om de tanden in goede
gezondheid te houden. In de loop van de jaren meldeze peptiden verschillende namen
toegewezen gekregeftistones parotid basic (Pb) en post-parotid basic(PPb) proteinen,
histidine-rijke basische factor, histidine-rijk zupeptide, histidine-rijke proteinen (HRP’s),
neutraal HRP en histatines (Holbrook & Molan, 197Bg algemeen aanvaarde benaming,
histatines, werd voorgesteld in 1988 (Oppenheiral, 1988). Naast hun rol in het behoud van
een gezonde mondhygiéne, werd het bovendien ook dinidelijk dat de histatines een
belangrijke functie hebben in het aangeboren immysteem door hun bactericidale maar
vooral ook hun fungicidale activiteiten (MacKayal, 1984b; Polloclet al, 1984).

De histatines zijn kleine histidine-rijke catiorfigcpeptiden variérend in lengte van 7 tot 38
aminozuren. Ze worden gesecreteerd door de ooondarkaakspeekselklieren bij de mens en
sommige hogere primaten (Fig. 3) en zijn in heegpel aanwezig in een concentratie van 15-
425 uM (Helmerhorsgt al, 1997).
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oorspeekselklier
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speekselldier

Figuur 3: Ligging van de speekselklieren.

Door hun sterke antifungale activiteit is er vealerzoek gebeurd naar hun eigenschappen,
activiteit, structuur en secretie (Tsai & Bobek989 Hoewel er tot voor kort 12 histatines
beschreven werden, zijn er slechts twee genen dewodie verantwoordelijk zijn voor de
synthese van deze peptidéfiS1 en HIS2 gelegen op chromosoom 4g13 (Sabatini & Azen,
1989; vanderSpelet al, 1989). HIS1 en HIS2 coderen respectievelijk voor histatine 1 en
histatine 3. Histatine 1 is een peptide van 38 amiren, gefosforyleerd op positie Ser-2, met
een moleculair gewicht van 4929 Da. Histatine 3dsaminozuren lang en heeft een sequentie
die sterk gelijkt op die van histatine 1, maar ist rgefosforyleerd en heeft een moleculair
gewicht van 4063 Da. Beide peptiden bevatten 7dmst-residuen, respectievelijk 18 en 29 %
van de aanwezige aminozuren. Bij een vergelijkirg e aminozuursequentie van beide
peptiden blijkt dat de eerste 22 aminozuren getijh, met uitzondering van glutamaat op
positie 4 en lysine op positie 11. Verschillendalere peptiden van deze familie werden
geisoleerd uit menselijk speeksel, allemaal heldmereen sequentie gelijkend op de twee
parentale peptiden. Hoewel verschillende classiéisazijn voorgesteld, gebruikt men nu deze
voorgesteld door Troxlest al. (1990). Deze groep identificeerde in menselijkeksel histatine

2, een peptide dat overeenkomt met de 27 C-termiamdinozuren van histatine 1, en negen
andere peptiden, allemaal bestaande uit fragmevdenhistatine 3. Deze peptiden worden
histatine 4 tot en met 12 genoemd (Tabel 4). Behhigtatine 2, zijn alle kleinere histatines

proteolytische producten van histatine 3.
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Peptide Sequentie Lengte
Histatinel D Sy-HEKRHHGY-RRKFHEKHHSHREFP-FY-GDY-GSNY-L-Y-D-N 38
Histatine 2 RK-FHEKHHSHRE-F-P-F-Y-GD Y-GS NY-L-Y-D-N 27
Histatine3 D S-HAKRHHGY-K-RKFHEKHHSHRGY-RSNY-L-Y-DN 32
Histatine 4 RK-FHEKHHSHRGY-RSNY-L-Y-DN 21
Histatine5 D S-HAKRHHGY-K-RKFHEKHHSHRGY 24
Histatine 6 D S-HAKRHHGY-K-RK FHEKHHSHRGY-R 25
Histatine 7 RK-FHEKHHSHRGY 13
Histatine 8 K-F-HEKHHSHRGY 12
Histatine 9 RK-F-HEKHHSHRGY-R 14
Histatine 10 K-F-HEK-HHS-HRGY-R 13
Histatine 11 K-R-HHGY-KR 8
Histatine 12 K-R HHGY-K 7

Tabel 4: Aminozuursequenties van histatine 1 tot en meatie 12 (& fosfoserine).

Naast de 12 reeds gekende histatines konden régenteor gebruik te maken van meer
gevoelige scheidings- en detectiemethoden, eeniemdijfiz aantal bijkomende peptiden
geidentificeerd worden in speeksel ontstaan doateplyse van histatine 3 (Castagnetaal,
2004). In verschillende studies konden echter, tnaiggatine 2, geen fragmenten afgeleid van
histatine 1 gevonden worden (@i al, 1992; Perinpanayagaet al, 1995). Een belangrijk
structureel verschil tussen deze twee peptidere ifodforylatie van serine op positie twee bij
histatine 1.

Het onderzoek naar histatines heeft zich hoofdglkgeconcentreerd rond histatine 5, een
peptide bestaande uit de eerste 24 aminozuren igtetite 3. Histatine 5 is in de grootste
concentratie aanwezig in het speeksel. Bovendietomeat dit peptide de grootste specifieke
antifungale activiteit tege@andida albicansn vergelijking met de andere histatines (ual,
1991).

1.3.2 De structuur van histatine 5

De structuur van histatine 5 werd onderzocht aalesel van circulair dichroisme-spectra (CD-
spectra), twee-dimensionele NMR-spectrar@iecular dynamicéMD)-simulaties in hydrofiel

en hydrofoob milieu (Ragt al, 1990; Rajet al, 1994; Ragt al, 1998; lovinoet al, 2001).

De CD-spectra werden opgenomen in waterige (waésr) in niet-waterige solventen
(trifluorethanol (TFE) en dimethylsulfoxide (DMSO)pe resultaten van deze studies toonden
aan dat histatine 5 in een waterig solvent gdom coilstructuur aanneemt. Indien de CD-

spectra werden opgenomen in een hydrofoob solvelaty vertoonden de spectra
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karakteristieken voor een peptide met eemelicale structuur. De geordende helicale structuu
van histatine 5 in een hydrofoob solvent wordt fet ryedaan door de intramoleculaire
interacties tussen de CO- en NH-groepen van hetideepe breken. Dit gebeurt door de
competitieve interactie van een zeer polair watétsindend solvent (water). Histatine 5 blijkt
dus structureel zeer flexibel (Refj al, 1990). Ook in dimyristoylfosfatidylcholine veslkgeen
omgeving die de membraam nabootst, bleek histdireen a-helicale conformatie aan te
nemen (Fig. 4) (Ragt al, 1994).

De resultaten bekomen met de NMR-studies @a@l, 1994; Rajet al, 1998) en de MD-
simulaties (lovinoet al, 2001) bleken de bevindingen van de CD-studiedbdeestigen.
Histatine 5 is zeer flexibel en ondergaat solvéh&akelijke conformationele veranderingen. In
een hydrofiel milieu neemt het eemndom coilstructuur aan, in hydrofoob milieu neemt het

eena-helicale structuur aan.

Figuur 4: Weergave van dea-helicale
structuur van histatine 5 met bovenaan de N-
terminus en onderaan de C-terminus (Bgj
al., 1998).

Verder blijkt dat, als der-helicale structuur van histatine 5 langs de habxwordt bekeken
(Fig. 5), het peptide slechts zwak amfipatischEen a-helix is amfipatisch als hydrofiele
zijketens aan de ene kant van de helix zijn gelegerwijl hydrofobe zijketens aan de
tegenovergestelde zijde zijn gelegen. Histatinedthslechts één hydrofoob residue (Phe 14) en
parti€éle hydrofobiciteit is aanwezig in Tyr 10, T34, His 3, His 7, His 18 en His 21 aan de

apolaire zijde van da-helix (Rajet al, 1998). Dit zwak amfipatische karakter van histatb
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maakt het onwaarschijnlijk dat het peptide sponiaamicrobiéle membranen zal insereren en
ionkanalen zal kunnen vormen. Op dit gebied velsdhistatine 5 sterk met andere
antimicrobiéle peptiden die voorkomen in de nataogls bactenicines, defensines, magainines
en tachyplesines. Deze cationische peptiden nereenaenfipatischa-helicale of B-sheet
structuur aan en kunnen spontaan in microbiéle mamein insereren, om op deze manier
ionkanalen te vormen en de cellulaire structuweraietigen (Leaet al, 1988). Antibiotica die

de structuur van de fungale cel vernietigen, zikwils ook toxisch voor menselijke cellen
door hun structurele gelijkheid (eukaryote cellgdistatine 5 blijkt echter niet toxisch te zijn
voor mensen. Waarschijnlijk is dit te wijten aant iak amfipatische karakter van histatine 5,

waardoor het niet spontaan in membranen plaatsdaren.

Figuur 5: Weergave van de-helicale structuur van histatine 5 langs de as
van de helix, die het zwak amfipathische karaktent, met de apolaire en
de polaire zijde in respectievelijk de bovenstedenonderste helft (Rajt

al., 1998).

1.3.3 Werkingsmechanisme van histatine 5

1.3.3.1 Werkingsmechanisme van natuurlgkielicale lineaire antimicrobiéle
peptiden

Alhoewe sommige antimicrobiéle peptiden een spscifiverkingsmechanisme bezitten, is het
lyseren van de cel door permeabilisatie van de emlbnaan het meest voorkomende
mechanisme. Hierdoor verliest de cel intracellel@omponenten en sterft uiteindelijk. Voor de

familie van de natuurlijke-helicale lineaire antimicrobiéle peptiden is aangad dat peptide-
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lipide interacties een belangrijke rol spelen er deceptor-gemediéerde herkenning hier

meestal niet van toepassing is. Dit werd aangetaandde hand van analogen van cecropine en

magainine, die volledig opgebouwd zijn uit D-amiaen. Deze peptiden bleken dezelfde
antibacteriéle activiteit als de natuurlijke peptide bezitten (Bessaléd al, 1990; Wadeet al,

1990; Merrifieldet al, 1995). Bovendien bleek de amfipatisahéelicale structuur niet altijd

noodzakelijk voor de peptiden om hun acitiviteiktennen uitoefenen (Shai & Oren, 1996). De

antimicrobiéle activiteit van de meeste peptidem daze familie bestaat dan ook uit het lyseren
van de cellen. Door de destabilisatie van de celbnean verliest de cel zijn intracellulaire
componenten wat uiteindelijk leidt tot celdood.

Membraanpermeabilisatie door amfipatischéelicale peptiden kan verklaard worden aan de

hand van (a) de vorming van transmembranaire pet&hetbarrel-stavemodel (Ehrenstein &

Lecar, 1977) of (b) membraandestructie viadepet-likemodel (Pounyet al, 1992; Gazitet

al., 1995) (Fig. 6).

* De vorming van een klassieke transmembranaire gaie verklaard worden door het
barrel-stave model. In hetbarrel-stave model vormen amfipatischa-helixen bundels
waarbij hun hydrofobe oppervlakken interageren deetipide kern van het membraan en
hun hydrofiele oppervlakken naar binnen gericht mijn zo een porie te vormen. Er zijn
vier belangrijke stappen in dit mechanisme:

1. De interactie tussen daehelicale monomeren en het membraan. De binding
aan het doelwitmembraan gebeurt voornamelijk opisbasn hydrofobe
interacties.

2. Het samenvoegen van membraangebonden monomepenbasis van
intramoleculaire herkennig tussen de monomeren.h®d&enning tussen de
antimicrobiéle peptiden op het oppervlak van hemim@an gebeurt reeds bij
lage concentraties.

3. Deinsertie in het membraan van tenminste tvegeamelde monomeren en de
initiatie van een porie.

4. Progressieve recrutering van additionele monemem de gevormde porie te
vergroten.

* Een tweede mogelijk model is hedrpet-likemodel. De amfipatische-helicale peptiden
binden initieel aan het opperviak van het membrerabedekken dit volledig of gedeeltelijk
als een soort tapijt. De desintegratie van het nmaarbis enkel mogelijk als een bepaalde
concentratie aaa-helicale peptiden is bereikt. De mogelijke stapjpedit model zijn:

1. De preferentiéle binding van de positief gelageptide monomeren aan de
negatief geladen fosfolipiden. De initi€le intefasttussen de positief geladen
a-helicale peptiden en de negatief geladen fosfidipizijn elektrostatisch van

aard.
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2. De amfipatischei-helicale monomeren leggen zich op het opperviak vet
membraan zodat de positieve ladingen van de basetiinozuren interageren
met de negatief geladen fosfolipide hoofden.

3. Een rotatie van de molecule, die aanleiding tgesf de reorientatie van de
hydrofobe residuen van hathelicale peptide naar de hydrofobe kern van de

membraan.
4. Desintegratie van de membraan door het versi@emle fosfolipidedubbellaag

met de vorming van micellen als gevolg.
In tegenstelling tot hebarrel-stave model, zal het peptide dus niet insereren in het
hydrofobe deel van het membraan, maar eerder biaderde negatief geladen hoofden
van de fosfolipiden van het membraan en zo het magnbdestabiliseren (Oren & Shai,

1998; Ruisserrt al, 2001).

/Js;g“% i éf
carpet mechanisme / \ barrel-stave mechanisme

Figuur 6: Voorstelling van hetcarpet (links) en barrel-stave (rechts) mechanisme voor
membraanpermeabilisatie. De hydrofobe residuendeapeptiden zijn aangeduid in het groen, de

hydrofiele zijn aangeduid in het rood (Oretnal, 1998).

Beide modellen kunnen echter niet verklaren waasommige peptiden bacteriéle membranen
permeabiliseren in sub-lethale concentraties, ciram sommige peptiden zeer bactericidaal
zijn zonder dat zij een significante membraanpehitisatie vertonen. Deze observaties leidden
tot het postuleren van hetggregate-channemodel. Bij dit model clusteren kationische

amfipatische peptiden samen ter hoogte van het mambpperviak op een min of meer
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willekeurige manier. Kleine negatief geladen iormenwatermoleculen worden omgeven door
de kationische amfipatische peptiden, waardoorleltrestatische repulsie tussen de positief
geladen zijketens van de peptiden vermindert. Drusters van peptiden destabiliseren dan
lokaal het membraan en worden via een flip-flop Ina@isme over het membraan gebracht. Op
deze manier translokeren de peptiden over het meant@onder een ernstige lekkage van de cel
te veroorzaken. Hierbij veronderstelt men wel datnteeste van deze peptiden intracellulaire
targets hebben en dat de permeabilisatie van leeobieel membraan eerder een gevolg is, dan
de primaire oorzaak van de anti-microbiéle activikan de peptiden (Hancock, 1999; Ruissen
et al, 2001).

1.3.3.2 Werkingsmechanisme van histatine 5

Het werkingsmechanisme van histatine 5 is de kgasen sterk het onderwerp van onderzoek
geweest en blijkt een proces te zijn dat uit meerdéappen bestaat. Histatine 5 bindt op het
celoppervlak eiwit Ssal/2, en na internalisatieeleéighet zich naar de mitochondrién. Eens
binnen in de cel induceert histatine 5 de efflun veI'P, kalium- en magnesiumionen in het
extracellulair medium. De vrijstelling van ATP gelpeterwijl de cellen nog metabool actief
zijn en voor de cellen lyseren. Het vrijgestelde PATou op zijn beurt binden op een
purinergische receptor, die na activatie celdoodudeert. Verder induceert histatin 5 G1
celcyclus arrest en zorgt het voor een reductieelwolume. Opdat histatine 5 zijn dodelijke
functie opC. albicanszou kunnen uitoefenen, moeten de cellen respiréfemoeten actieve
mitochondrién, die oxidatieve fosforylatie uitvoereanwezig zijn. Het cellulair doelwit van
histatine 5 blijkt dus het respiratoir systeem i cel, waar het zorgt voor inhibitie van
respiratie en de vorming van zuurstof radicalen $lRCDaarop volgt celdood wegens de
oxidatie van biologisch belangrijke moleculen en Wwerlies van celintegriteit. Meer recente
publicaties vermelden echter dat ROS geen rol sgaléet celdoodproces van histatine 5. De
vorming van radicalen zou slechts een gevolg zigm \de effecten van histatine 5 op
metabolische processen of ion homeostase. Bovemdijkan kaliumkanalen een rol te spelen
in het histatine 5 geinduceerde celdood procé&s imbicans De kaliumkanalen, Tok1 en Trk1,
blijken een rol te spelen. In de volgende paragraiglen we dieper ingaan op elk van deze

stappen in het histatine 5-geinduceerde celdoodproc

1.3.3.2.1 Effect van histatine 5 op de integriv@it membranen

Aangezien histatine een lineaire amfipatisohkelicale strutuur bezit, veronderstelde men dat
histatine waarschijnlijk volgens hearpet-likemodel of hebarrel-stavemodel getranslokeerd
wordt over het membraan. Bovendien toonden eledtroiscopische opnamen vén albicans
cellen, na een behandeling met histatine 5, zowsh &eschadigd celmembraan als

cytoplasmatische vacuoles, wat kan wijzen op wverli@an intracellulaire componenten
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(Santarpieet al, 1990). Verder werd aangetoond Gatalbicanscellen kalium vrijstellen in het

extracellulair milieu, na een histatine 5 behamdgl{Pollocket al, 1984). Later kwamen er

echter experimentele data voorhanden die aantoatetenembraanpermeabilisatie als primaire

oorzaak van celdood onwaarschijnlijk is.

De structuur van histatine werd gekarakterisegrdoonde aan dat histatine een zwak
amfipatisch karakter heeft. Opdathelicale peptiden zouden kunnen insereren in het
membraan is een sterk amfipatisch karakter, dit zeijgen een hoge graad aan
hydrofobiciteit in additie aan de hydrofiele stuat, nodig om als peptide een kanaal te
kunnen vormen in het membraan. Op basis van detstele gegevens kan men dus
besluiten dat het onwaarschijnlijk is dat histatimsereert in het membraan met
vorming van een porie (Rej al, 1994; Helmerhorstt al, 2001b).

Aan de hand van confocale fluorescentiemicroscdmn worden aangetoond met
FITC-gemerkte peptiden dat de vorming van permantansmembranaire multimere
peptide porién niet waarschijnlijk is. Tijdens dekdlisatie-experimenten werd er
immers geen associatie van het histatine 5 met chsiplasmatisch membraan
vastgesteld. De peptiden werden geinternaliseerdinégrageerden met interne
membranen (Ruissest al, 2001).

Het effect van histatine 5 op de cel wordt bovendyekenmerkt door de efflux van
kalium en magnesium, waarbij de grootste hoeveglkalium- en magnesiumionen
worden vrijgesteld 30 minuten na incubatie metatise 5. Translokatie van histatine
over het celmembraan gebeurt waarschijnlijk dug wgdgens een klassieke porie-
vorming, omdat dit aanleiding zou geven tot eenaidirecte vrijstelling van kalium en
magnesium (Xwet al, 1999).

Het C. albicansmembraan is ongeveer 70 A (Voet & Voet, 1995), iittvet histatine

in helicale vorm slechts 36 A lang is en het merabrdus zeker niet kan overspannen.
Multimeren van histatine 5 of van het actief domeém histatine 5 zouden misschien
wel in staat zijn om het membraan efficiénter teerspannen en bijgevolg meer
candidacidale activiteit bezitten. Daarom werd dagfcidale werking van histatine
multimeren nagegaan. De multimeren vertoonden gedgrogde fungicidale activiteit,
maar wel de neiging ora-helicale structuren te vormen in hydrofoob mili&erder
toonden de CD-spectra aan dat histatine 5, zglfsobicentraties 14 tot 18 maal boven
zijn fysiologische concentratie, geen aggregatemde en in monomere toestand blijft
bestaan. Op basis van deze experimentele data i®kenwaarschijnlijk dat histatine
in staat is om transmembranaire porieén te vorr8én €t al, 1999).

Analyse van de tijdkinetiek en hoeveelheid vajstelling van de fluorescente kleurstof

calceine toonde aan dat het verlies van celinmgriterder een secundair effect is
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volgend op celdood, dan het resultaat van eenélaitpermeabilisatie van het
celmembraan (Edgertast al, 1998).

- Indien histatine voornamelijk een lytische ad8iti zou bezitten dan zou directe
vrijstelling van het celmembraan aan histatine sterkere afdoding als gevolg moeten
hebben. Wanneer sferoplasten echter behandeld nvardehistatine kon geen sterkere
afdoding vastgesteld worden, de sferoplasten bleken gevoelig als de intacte cellen
(Driscoll et al, 1996). Sferoplasten aangemaakt door Edgetah (1998) bleken zelfs
14 maal minder gevoelig te zijn vergeleken metatgacellen. Hieruit blijkt dat ofwel
een celwand component belangrijk is voor de fudgia activiteit van histatine 5,
ofwel worden de sferoplasten beschermd tegen inietat door de verwijdering en/of
verandering van membraancomponenten tijdens deingrvan de sferoplast (Edgerton
et al.,1998).

Deze waarnemingen tonen aan dat het onwaarsdiigigat het histatine 5 porién vormt in het
plasmamembraan van de cel en op deze manier celdwodrzaakt. Het peptide zal dus niet
kunnen internaliseren via hearrel-staveof carpet-like mechanisme, heiggregate-channel

mechanisme blijft echter wel een mogelijke man@oninternalisatie van histatine 5.

1.3.3.2.2 Receptor-gemedieerde opname

Aan de hand van eawerlay-assaymet radioactief gemerkt histatine 5, kon men egérkBa
histatine 5-bindend eiwit detecteren. Bovendienn kuet cross-linking experimenten het
bestaan van een 73-kBYa-histatine 5-bevattend complex aangetoond wortietien hetzelfde
experiment werd uitgevoerd m&t cerevisiaeverd een dubbele band ontdekt met relatieve
massa's van ongeveer 70 en 87 kDa. De sneller maigte fractie is van dezelfde grootte als het
histatine 5-bindende eiwit i€. albicans De 87 kDa fractie kan dit histatine 5-bindendsitei

zZijn, met een of twee molecuﬁzéSI—histatine 5 gebonden.

Op basis van de gegevens bekomen doawvaelay-assaywerd gesuggereerd dat er een eiwit
aanwezig is irC. albicansdat specifiek histatine 5 bindt. Dit eiwit zouhBt membraan va@.
albicansals receptor voor histatine kunnen fungeren (Bdgeat al.,1998).

Om dit histatine-bindend eiwit te identificeren weagebruik gemaakt van kolomchromatografie
van volledige cellysaten va@. albicansen matrix-assisted laser desorption ionization mass
spectrometryMALDI-MS). Het eiwit werd geidentificeerd als hleétheat shocleiwit Ssal/2.
Aan de hand van ondermegeasttwo-hybrid analyse en colokalisatie experimenten werd de
interactie tussen histatine 5 en Ssal/2 bevestigdcerevisiaessal/ssaZmutanten bleken
bovendien een verminderde binding van histatinen5een verminderde gevoeligheid voor
histatine 5 te vertonen (lat al, 2003). Ssa eiwitten maken deel uit van de HSP70 famike di
hun functie hebben in bescherming tegen hittesclads,hulp bij eiwit opvouwing en bij

translocatie langs membranen. Ssal en Ssa2 zgndrgke immunogenen vab. albicansdie
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gelegen zijn in de celwand en een cel-gemedieendeuniteitsreactie uitlokken in muizen en
mensen die gekoloniseerd zijn ni&talbicans Deze uitgesproken immunogene eigenschappen
zijn mogelijk door de lokalisatie aan de buitenkaeah de cel en bevestigen hun mogelijkheid

om als receptoren op te treden étial, 2003).

1.3.3.2.3 Intracellulaire expressie van histatine 5

Om het belang van extracellulaire binding en tracedie van histatine na te gaan, werden
stammen varC. albicansgecreéerd die genen van histatine 3 of 5 geirgedjfeebben in hun
genoom onder controle van een induceerbare promistductie van intracellulaire expressie
van zowel histatine 3 als histatine 5 in deze stammorgde voor een verlies van celviabiliteit
en voor efflux van ATP onafhankelijk van extrackllte binding en translocatie. Net zoals voor
celdood geinduceerd door extern toegediend histatuertonen cellen die histatine 5
expresseren een grotere graad van cytotoxiciteit cellen die histatine 3 expresseren.
Aangezien intracellulaire componenten op zich kilstageinduceerde celdood in gang kunnen
zetten, zijn extracellulaire binding en transloeativer het cytoplasmatisch membraan slechts
transportgebeurtenissen (Bastval, 2001). Dit heeft als gevolg dat binding van histaop een
eventuele receptor (bv. Ssal/2) niet noodzakesijlomn celdood te induceren. De peptiden
zouden de cel ook via haggregate-channahodel kunnen binnendringen en op deze manier

de intracellulaire componenten bereiken die hetamdproces in gang steken.

1.3.3.2.4 Rol van de mitochondrién in het histafirgeinduceerde

celdoodproces i€. albicans

Een interessante vaststelling die gedaan werd isiskatine 5 niet in staat bleek dn albicans
cellen te doden bij een temperatuur van 4°C, wap ewvijst dat de afdodingsactiviteit van
histatine afthankelijk kan zijn van de metabole\digit van de cel. Om dit na te gaan werden
afdodingstesten gedaan meét albicansonder condities dat de cel niet in staat is om
mitochondriaal ATP aan te maken. In gist kan ox@e fosforylatie geblokkeerd worden door
het verhinderen van mitochondriale ATP synthese apecifieke inhibitoren of door het
induceren van mutaties in het respiratoir systdgatriumazide inhibeert cytochroom oxidase
waardoor de cellen beperkt zijn tot niet-oxidatigyeghways voor ATP synthese. Carbonyl
cyanidem-chlorophenylhydrazone (CCCP), een ontkoppelaardeamembraan protongradient,
stopt ATP synthese zonder hierbij de zuurstof ophaan de cel te blokkeren. Verder werden
mutante stammen va@. albicansgecreéerd die deficient zijn in mitochondriale respe,
zogenaamde petiteellen (Gyurkoet al, 2000). Deze mutanten kunnen enkel groeien op
fermenteerbare koolstofbronnen, zoals glucoseuatdise, en niet op ethanol of glycerol (Hatab
& Whittaker, 1992). Cytochroom bepalingen toondan dat petite mutanten ofwel cytochroom

b of cytochroomaa; of beide missen, maar nooit cytochroor(Sherman & Slonimski, 1964).
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De moleculaire basis van het petite fenotype is reeiatie in of deletie van mitochondriale
genen (Fayet al, 1973).

De petite mutanten vab. albicansbleken een sterk verminderde gevoeligheid te vertoarmor
histatine 5 vergeleken met de wild type cellen. QuMlen die behandeld werden met
natriumazide of CCCP, of cellen die in anaerobetantgheden gegroeid werden, bleken een
verhoogde resistentie te vertonen voor histatirgeduceerde celdood. Deze reductie in
afdodingsactiviteit bleek samen te gaan met eemivelerde opname van histatine 5 door de
cellen. De opname is dus afhankelijk van de metabtdat van de cel en is direct gerelateerd
met de fungicidale activiteit van histatine 5. Niespirerend€andidacellen internaliseren het
peptide veel minder en zijn beschermd tegen higdiigeinduceerde celdood (Helmerheitst
al., 1999b; Gyurkoet al, 2000). Men kan besluiten dat energie-afhankelgigmame van
histatine 5 noodzakelijk is voor het doden v@nalbicanscellen. De opname van histatine 5
bleek echter wel samen te gaan met de internaisati propidium jodide (Helmerhorst al,
1999b). Indien histatine 5 opname receptor gematlisg(bv. via Ssal/2), dan kan het zijn dat
een deel van het peptide toch internaliseert terdictie met de lipidebilaag. Deze internalisatie
zou dan kunnen gebeuren volgensdggregate-channehodel.

Een directe betrokkenheid van de mitochondriéneinafidodingsproces werd aangetoond door
colokalisatie van fluorescent gemerkt histatineFbl C-histatine 5) met een mitochondriale
specifieke probe (Mitotracker Orange). Histatine bfeek een granulaire intracellulaire
distributie te vertonen, wat overeenkomt met ddribigtie van de mitochondrién (Fig. 7)
(Helmerhorstt al, 1999b; Ruissest al, 2001).

A B C

Figuur 7: Colokalisatie van FITC-gemerkt histatine 5 met ewitochondriale merker
(Mitotracker Orange) irC. albicanscellen. A: lokalisatie van FITC-histatine 5. B: lisatie
van mitochondriale merker. C: dubbele labellingie®t= 5 pum (Helmerhorst al, 1999b).

Door meting van de vrijstelling van de potentiafilaamkelijke merker rhodamine 123 werd
aangetoond dat blootstelling van de mitochondramtastatine 5 resulteert in een verlies van

mitochondriale transmembraanpotentiaal (Helmerhogst al, 1999b). Aangezien de
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mitochondrialetargetting samen gaat met verlies van membraanpotentiaadt diij op een
schadelijk effect voor de mitochondriale functie aen bepaald ogenblik in het
celdoodproces door middel van een direct of indingechanisme.

Uit de bovenstaande bevindingen kunnen volgendepstain het histatin 5-geinduceerde
celdoodproces afgeleid worden: interactie van tirsteb met het cytoplasmatisch membraan
van de cel (rechtstreeks of binding op een recgpt@anslocatie over het cytoplasmatisch
membraan, vrijstelling in het cytoplasma, gevoldbdtargetting naar mitochondrién en
permeabilisatie van het mitochondriaal membraan metlies van mitochondriale

membraanpotentiaal

1.3.3.2.5 Zuurstofradikalen

De sterk verminderde gevoeligheid v&andidacellen voor histatine 5 die verkregen wordt
door de cellen anaeroob of in de aanwezigheid waibitoren van de respiratieketen op te
groeien, toont aan dat cellulaire respiratie nokelii is opdat histatine 5 zijn werking kan
uitvoeren. Alhoewel verschillende fenomenen besanwaverden die gebeuren na blootstelling
van gistcellen aan histatine 5, was het nog sterdsidelijk wat de belangrijke gebeurtenissen
zijn en wat nu de eigenlijke oorzaak is van de @etd Daarom werden in meer detail de
interactie van histatine 5 met de mitochondriérderbiologische gevolgen van deze interactie
bestudeerd (Helmerhorst al, 2001a). Twee belangrijke bevindingen werden geibeerd.
Ten eerste bleek dat histatine 5 optreedt alsnaspische inhibitor, en was er een zeer sterke
correlatie tussen inhibitie van respiratie en afdgdvan de cellen. Het was echter nog niet
duidelijk hoe blokkering van de respiratieketen Keaien tot celdood, aangezi€andida
volledig fermentatief kan groeien. Zo zijn hoge centraties van respiratie inhibitoren (azide,
cyanide, antimycine) niet fungicidaal (Shepheed al, 1978). Ten tweede toonden
fluorimetrische metingen (oxidatie door ROS vanyditoethidium tot zijn fluorescent derivaat)
aan dat, na blootstelling aan histatine 5, er zafreglicalen feactive oxygen specieROS)
gevormd worden irC. albicanscellen en geisoleerde mitochondrién. De hoeveelR€i& was
bovendien sterk gecorreleerd met celdood. In devazigheid van een zuurststavengel(L-
cysteine) werd celdood en ROS-vorming vermeden.eBdien kon histatine 5-geinduceerde
ROS-vorming in geisoleerde  mitochondrién  vermedenorden door 2,2,6,6-
tetramethylpiperidindN-oxyl, een molecule dat de werking van superoxidendtase nabootst
en membranen kan passeren. Er is dus sterk beeigveyd dat histatine 5-geinduceerde
celdood gepaard gaat met ROS-vorming en dat dit essenti€le stap in het proces is
(Helmerhorstet al, 2001a). De specifieke plaats waar histatinerbwegrking uitvoert moet nog
bepaald worden. Er werd aangetoond dat mitochdedR&®S gevormd worden zowel aan het
NADH/ubiquinon reductase (complex I) als aan hetjuinol/cytochroont reductase (complex
) (Wolvetanget al, 1994; Liet al, 1999).
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Wunderet al. bevestigden dat de totale cellulaire hoeveelh&d@8 inC. albicansverhogen na
de exogene toediening van histatine 5, zoals doelmerhorstet al. werd aangetoond.
Bovendien konden zij ook een verhoging van ROSstalitn na intracellulaire expressie van
histatine 5. De detectie van ROS gebeurde doomugebr maken van de oxidatieve-gevoelige
probe H-dichloro-dihydrofluoresceine diacetaat. Ondankgedeerhoging van ROS kon er
geen proteinecarbonylatie gedetecteerd worden (¥fuat al, 2004). De respiratieketen
genereert ROS (superoxide radicalen) die membpadeh en cellulaire proteinen oxideren en
op deze manier proteinecarbonylatie veroorzaken. SiIn cerevisiaeis de graad van
proteinecarbonylatie sterk verbonden met de graacdROS vorming (Aguilaniet al, 2001).
Alhoewel histatine 5-geinduceerde celdood sommiganrierken van apoptose vertoont, zoals
G;-celcyclus arrest (Baest al, 2002) en ROS vorming, konden geen enkele andasmaérken
van apoptose, zoals proteinecarbonylatie, DNA fegatie en cytochroomvrijstelling uit de
mitochondrién, aangetoond worden. Bovendien blesk worbehandeling va@. albicans
cellen met cycloheximide niet te resulteren in besming tegen histatine 5-geinduceerde
celdood (Edgertoret al, 1998), wat aantoont dat er geen expressie ispvarapoptotische
proteinen die nodig zijn om de celdoodcascade italiseren. Verder werd aangetoond dat
superoxide dismutase (SOD) mutanten 8acerevisia®f C. albicansniet gevoeliger zijn voor
histatine 5 als wild-type cellen. De data gepulelidedoor Wundeet al. suggereren dat de
vorming van ROS in histatine 5 behandelde cellen secundair effect is, naast het
voornaamste toxische effect van histatine 5, erhidéhtine 5-geinduceerde celdood niet via een
apoptotisch proces gebeurt (Wundeal, 2004).

Ook door Veermart al. werd dihydroethidium gebruikt als een indicatoovW&OS om in het
histatine 5-geinduceerde celdoodproces ROS voradnge tonen. Alhoewel zij ook een sterke
stijging in fluorescentie konden waarnemen, konedstijging niet verhinderd worden door
2,2,6,6-tetramethylpiperidind-oxyl. Deze ROSscavengelkon ook celdood niet verhinderen.
Zij concludeerden dat er geen ROS gevormd wordesteeROS geen rol spelen in het histatine
5-geinduceerde celdoodprocesGn albicans De stijging in fluorescentie weten ze aan de
vrijstelling van ongebonden, vooraf gevormd ethadiuanuit de mitochondriale matrix in het
cytoplasma (Veermaet al, 2004).

De vorming en rol van ROS in histatine 5-geindudeaseldood irC. albicansis dus nog een
onderwerp van discussie. Verder onderzoek zal magteijzen of en in welke mate ROS van

belang zijn in dit celdoodproces.
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1.3.3.2.6 Vrijstelling van intracellulaire comportien in het extracellulair milieu

Histatine 5 induceert irC. albicansdepletie van intracellulaire ATP-niveaus en alsajgv
daarvan het stijgen van de extracellulaire conegietraan ATP. We hebben reeds eerder
vermeld dat inhibitoren en ontkoppelaars van caital respiratie, en de incubatie onder
anaerobe toestand de cellen beschermen tegen dieidiate activiteit van histatine 5. Bij het
bepalen van intracellulaire ATP-niveaus stelde wast dat cellen, waarbij de mitochondriale
activiteit verhinderd werd, geen depletie van deaitellulaire ATP-niveaus vertoonden. Men
stelde ook vast dat de extracellulaire ATP-niveaiet toenamen bij deze metabool inactieve
cellen. De ATP-efflux werd dus verhinderd bij callwaarvan de mitochondriale activiteit was
verhinderd (Koshlukovat al, 1999).

Op basis van experimentele data kon het celdodeffidet van histatine 5 worden gecorreleerd
met de efflux van ATP, en de depletie van intradaite ATP-niveaus. De depletie van
intracellulair ATP is afhankelijk van de concenigatan en de incubatietijd met histatine 5. De
maximale ATP-efflux bij incubatie van de cellen redtatine bij een fysiologische concentratie
van 31 pM werd vastgesteld na 30 minuten, dit mdnk&wvam overeen met de maximale
reductie van intracellulaire ATP-niveaus en ook rdet maximale reductie in celviabiliteit
(Koshlukovaet al, 1999).

De wvrijstelling van ATP uit actieveC. albicans cellen gebeurt volgens een niet-lytisch
mechanisme. Dit werd aangetoond door verschilleradestellingen:

- We vermeldden reeds dat het histatine een vangtsan de membraanpotentiaal tot
gevolg heeft. Er werd nagegaan of er een verbahgsgen ATP-depletie, de celdood
van C. albicansen de depolarisatie van de celmembranen. Men stelde datC.
albicanscellen tot 90 minuten na de vrijstelling van ATPT@&Awerd vrijgesteld vanaf
het begin van incubatie van de cellen met histatiespiratorisch actief bleven en
gepolariseerde membranen hadden. Men stelde viadedhaiorescentie-intensiteit van
een fluorescente kleurstof (Di@Cin de cel, niet verlaagde tot 90 minuten na
behandeling van de cellen met histatine, wat djst wp het behoud van gepolariseerde
celmembranen.

- Verder bleek dat er geen afname was van de eXukre ATP-gehaltes gedurende de
eerste 80 minuten. Dit suggereert dat er geenciglttdaire ATPasen vrijkomen die het
ATP kunnen afbreken. Intracellulaire ATPasen worgas vrijgesteld na desintegratie
van het celmembraan.

- De met histatine behandelde cellen consumererrstnfuaan een snelheid die
gelijkaardig is aan deze van niet behandelde cellen

Deze argumenten samen tonen aan dat de ATP-efflo&ugt uit actieve, intacte cellen en niet

gaat volgens een lytisch mechanisme (Koshlulaiha, 1999).
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Hoe gebeurt nu de vrijstelling van ATP uit de cEl?zijn enkele pathways voor de specifieke
vrijstelling van ATP beschreven: 1) vergemakkelifietnsport van ATP via een transporter met
een concentratie gradient mee, 2) transport daoAdd>-specifiek of anion transportkanaal en
3) vrijstelling van ATP door exocytose (Schwiebetral, 1998). In dit geval zou de vrijstelling
van ATP kunnen gebeuren via een pathway die gebmalakt van een transportkanaal.
Mogelijke kandidaten zijn ATP-binding cassette (AB@iwitten. Verschillende ABC-
transporters werden beschreven die betrokken zomglemij het transport van ATP, zoals P-
glycoproteine (Romaet al, 1997) ercystic fibrosis conductance regulat@chwiebertet al,
1995).

In hogere eukaryote cellen spelen vrijgesteldengumileotiden en -nucleosiden een verdere rol
door interactie met purinergische opperviakteremept, die na activatie een reeks van
biologische effecten veroorzaken. Op basis hiexaannderstelde men dat het vrijgestelde ATP
membranaire receptoren activeert die gelijkaarijigaan de P2 purinergische receptoren en dat
deze receptoren na activatie een invioed hebbewniapliteit van de cel (Surprenamt al,
1996). Om dit te testen werdéh albicanscellen geincubeerd met purinergische agonisten en
antagonisten. Na incubatie met de agonisten, ATéegen, werdelC. albicanscellen gedood,
terwijl incubatie met de antagonisten een histargeinduceerde celdood verhinderde. Deze
resultaten tonen aan dat er opperviaktereceptoligenop het C. albicans membraan die
gelijkaardig zijn aan de purinergische opperviadteptoren en dat het vrijgestelde ATP na
incubatie van de cellen met histatine 5 als ligaodr deze oppervlaktereceptoren celdood van
C. albicansinduceert. De vrijstelling van het ATP gaat hgnsial van cytotoxiciteit vooraf. Het
eigenlijke signaal voor cytotoxiciteit zou gemeddeaevorden door de extracellulaire ATP-
niveaus (Koshlukovat al, 2000).

Om deCandidaP2X7-gelijkaardige receptor te vinden werd de membranfaactie van he€.

albicansmembraan onderzocht. Een 60 kDa membranair eieiti\yedetecteerd @. albicans

door middel van anti-P2)Xserum van konijn. Dit 60 kDa proteine is een kdadi als P2%-

gelijkaardige receptor (Koshlukow al, 2000).

Naast de ATP depletie is er ook vrijstelling varika- en magnesiumionen na blootstelling
van C. albicanscellen aan histatine. De extracellulaire conceigraan magnesium en kalium
bleek sterk te stijgen na incubatie van de cellen mstatine 3. Vijf minuten na het begin van
incubatie start de efflux van kalium uit dgandida cel, efflux van magnesium kan na 15
minuten waargenomen worden. Histatine 3-gemedie@rties van kalium en magnesium
bereikt een maximum na 30 minuten, wat overeenkuaithet tijdsverloop van celdoding (Xu
et al, 1999).

Kris De Smet Doctoraatsthesis 40



Literatuurstudie

1.3.3.2.7 Verstoring van volume regulatie en blo&kesan celcyclus

In hogere eukaryote cellen veroorzaakt hypotonesstATP vrijstelling, wat een essentieel
controlemechanisme is voor celvolume regulatie (Yvetnal, 1996). De opvallende vrijstelling
van ATP na histatine 5-behandeling v@nalbicanscellen deed de vraag rijzen of deze ATP
vrijstelling gepaard gaat met veranderingen in @elme. Door Baewet al. (2002) werd
aangetoond dat histatine 5-geinduceerde celdoaghgegaat met een vermindering in cellulair
volume. Bovendien konden ze aantonen dat inhibitman iontransport of volume-regelende
Cl'-kanalen een belangrijke resistentie verlenen tégsatine 5-geinduceerde celdood en tegen
histatine 5-geinduceerde celvolume reductie. AaegeZATP vrijstelling en een snelle
vermindering in volume van de cellen volledig kamblpkkeerd worden door een
voorbehandeling van de cellen met een inhibitor vaontransport (DIDS,
diisothiocyanatostilbene-2,2’-disulfonic agidwijst dit erop dat aniontransporters belangrijke
componenten zijn in de verstoring van de celvoluagilatie die gepaard gaat met histatine 5-
geinduceerde celdood. Gist membraantransportergtemezen goed gedefinieerde rol in
volume regulatie. Cellen verminderen hun volumerdim® efflux van de Clen K ionen, wat
gepaard gaat met de efflux van water uit de cel. &elle efflux van kalium en magnesium uit
de C. albicanscellen gebeurt na incubatie met histatine 5 €Xwal, 1999), wat erop wijst dat
ion efflux een initi€rende gebeurtenis is. Het Eneblumeverlies kan erop wijzen dat histatine
5 transporters van anionen activeert parallel neeefflux van K uit de C. albicanscellen.
Gisten initiéren geen nieuwe ronde van celdelirtiein er niet aan bepaalde vereisten voldaan
is. Een van deze vereisten is een bepaalde celgimeltolume verhouding. Gistcellen gaan
slechts naar Start in de celcyclus (ook het Reigpiont genoemd) indien een bepaalde kritische
grootte bereikt is (Futcher, 1996; Planas-Silva &iftberg, 1997). De histatine 5-geinduceerde
verstoring van iontransport en celvolume homeostashindert volume toename van de

gistcellen, kritiek in de celcyclus van gisten,leidt dus tot G arrest (Baeet al, 2002).

1.3.3.2.8 De rol van kaliumkanalen in het histatibegeinduceerde celdood
proces

De actie van histatine 5 dp. albicanscellen gelijkt in meerdere opzichten op de actie KA
killer toxine op S. cerevisiae Beiden werken via een receptor-gemedieerd praegsuit
meerdere stappen bestaat. K1 toxine bind initipeKme9, een receptor in de celwand \&n
cerevisiae (Breinig et al, 2002), waarna er vrijstelling is van kalium en RATin het
extracellulair milieu. Er is aangetoond dat de\digtit van K1 killer toxine gedeeltelijk gericht
is tegen de Tokl iaccharomycesen kaliumkanaal (Ahmeet al, 1999). Verder werd door
de bevindingen van Baest al. (2002) in het onderzoek naar het celdoodmechanisame
histatine 5 de aandacht gevestigd op de rol vakaflamkanalen in het celdoodproces. De
vraag of heCandidahomoloog van heSaccharomycefokl een doelwit zou zijn van histatine
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5 actie werd onderzocht door het maken Zamdidastammen waarbif OK1 gedeleteerd is.
Deletie vanTOK1 verhoogde de overleving van cellen na een higd&ibehandeling en zorgde
voor een verminderde efflux van ATP. Toch bleeéen groot deel van de cellen gevoelig voor
histatine 5 en was er nog een substantieel verh@sATP. Dit wijst erop dat Tokl niet de
voornaamste plaats is waar histatine 5 op inwemkhar dat dit kaliumkanaal toch een
modulerende rol speelt (Baet al, 2003). De mogelijke invioed van een ander kaliandal,
Trk1, werd onderzocht door overexpressie van hlet Eiwit door de introductie van een extra
TRK1gen en door de constructie van eamgle-allele-deletion straiiBaevet al, 2004). Het
bleek onmogelijk om beid€RK1allelen te deleteren, wat erop wijst dat dit esseatieel gen
is. Desingle-allele-deletion straibleek sterk gereduceerde hoeveelheden van fueetidmkl

te expresseren, en bleek sterk verminderde toxisffeeten van histatine 5 te ondervinden
(zowel celdood als ATP vrijstelling). Wat op eeerrke invioed wijst van Trkl op het celdood
proces geinduceerd door histatine 5. De overexgmesde stam bleek echter tegenstrijdige
resultaten te leveren. Ondanks dat er een 50% gieipavas van de Trk1 activiteit, bleek er een
50% verlaging in histatine 5 gevoeligheid op telére Door de auteurs werden hiervoor twee
verklaringen gegeven. Een eerste mogelijkheid isldavermaat aan Trk1l opgeslagen wordt in
endomembranen om de dreiging van overpermeabdisan het plasmamembraan tegen te
gaan. Indien er een directe interactie is tussestatime 5 en Trkl zou een verhoogde
endomembranaire Trk1 concentratie een aanziertifleveelheid histatine 5 kunnen binden en
op deze manier de vrije concentratie doen dalerzodrdan minder vrij histatine 5 aanwezig
zijn dat op het functionele, plasmamembranair Tk&i binden en zijn fungicidale activiteit kan
uitoefenen. Een tweede verklaring die gegeven vierdat het plasmamembranair Trkl in
verschillende oligomerische vormen voorkomt, waarea slechts enkele een interactie met
histatine 5 kunnen aangaan. Er zouden drie velsot# oligomeren kunnen voorkomen van de
transporter: 1) vrij Trk1, een niet-functionele nodie geen histatine 5 bindt, 2) Trk1 gebonden
aan een activator, een functionele vorm die histatindt en 3) Trkl gebonden aan twee
activatoren, een functionele vorm die geen histabnbindt. Het bestaan van verschillende
oligomeren van Trk1l is door verschillende bronnesuggereerd (Schlosseral, 1993; Durell

et al, 1999; Harmst al, 2001; Zenget al, 2004). De deletie van één Trk1 allel zorgt voem e
belangrijke verhoging van de resistentie voor kista5 geinduceerde celdood. Daarentegen
induceert overexpressie van dit eiwit, wat resultee50% verhoging van Trkl functionaliteit,
eveneens een verhoogde resistentie. Verder ondtenz@e de rol van de kaliumkanalen in het
celdoodproces geinduceerd door histatine 5 kanaaamoord bieden op de nog openstaande

vragen.
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1.3.4 Synthetische derivaten van histatine 5

In de loop van de jaren werden voor verschillenddeozoeksdoeleinden een groot aantal
varianten van histatine 5 gemaakt. Deze variantemen initieel aangemaakt door middel van
bacteriéle expressie, later werden ze synthetiggrogluceerd. Zo werd met varianten van
histatine 5 aangetoond dat de fungicidale activit@n histatine 5 ligt in een regio van residu 11
tot residu 24 aan de C-terminus van het peptidejsdihet zogenaamde functionele domein
(Driscoll et al, 1995) of dh-5 (Helmerhorstt al, 1997). Mutaties in histatine 5 werden
gecreéerd. Zowel enkelvoudige als meervoudige mestatverden aangebracht, en de
eigenschappen van deze peptiden werden bestud&ewderd aangetoond dat de mogelijkheid
van histatine 5 om eem-helix te vormen niet essentieel is voor zijn amnigale eigenschappen,
door een histatine variant te maken waarin driecnamiren vervangen waren door prolines (Situ
et al, 2000). Deze variant (3P genoemd) bleek een gelifkge antifungale activiteit te
bezitten als histatine 5, hoewel beperkt in zijngelgkheid om eenu-helicale structuur te
vormen. Histatine varianten waarbij de zure en duwf&® aminozuren zijn vervangen in het
functionele domein vertoonden een sterk verlaagdéuagale activiteit. Indien de histidines
worden vervangen bleek de antifungale activiteiledig verloren te gaan (Driscobt al,
1996). Indien Lys-13 vervangen werd door Thr (vatrisl21) of door Glu (variant M71) bleek
dit ten koste te gaan van de antifungale activifiestiet al, 1996). Twee synthetische peptiden
met meerdere substituties (dhvarl en dhvar2) bleden verhoogde antifungale activiteit te
bezitten. Naast de candidacidale activiteit bezitteze peptiden ook een bactericidale activiteit
tegen Prevotela intermediaStreptococcus mutansn methicilline-resistent&taphylococcus
aureus (Helmerhorstet al, 1997). De mogelijkheid om deze peptiden als theutica te
gebruiken werd onderzocht, maar deze weg werdehlvanlaten nadat bleek dat deze peptiden
in vivo haemolytische activiteit vertoonden (Helimarstet al, 1997).

Verschillende eigenschappen van histatine 5 heblier bijgedragen dat dit peptide sterk in de
belangstelling staat als therapeuticum voor detddiang van fungale infecties in de mond. Zo
is er zijn sterke antifungale activiteit, verderhist een natuurlijk voorkomend peptide bij
mensen en heeft het een andere manier van werkgeleleen met de azolen en polyenen (Tsai
& Bobek, 1997), wat een voordeel is wanneer rasigevoor conventionele antifungale
geneesmiddelen een probleem is (Wlateal, 1998). P-113, een synthetisch histatine variant
van 12 aminozuren lang (AKRHHGYKRKFH) bleek actiedan histatine 5 en is onder andere
actief tegerCandida albicansCandida glabrata, Candida parapsilosssd Candida tropicalis
(Rothstein et al, 2001). In preklinische studies bleek dat uitwgndoegediend P-113
experimentele gingivitis verhindert bij honden. lden behandeld met dit peptide vertoonden
een significante vermindering van tandaanslag, igitigy en bloedingen van het tandvlees in
vergelijking met honden uit de placebo groep (Paqut al, 1997). Na deze succesvolle studie

werden Klinische studies opgestart om de veiliglesicffectiviteit van P-113 in mondspoeling

Kris De Smet Doctoraatsthesis 43



Literatuurstudie

of topicale gel na te gaan. Uit deze studies btgwkeuw dat P-113 in staat is om tandaanslag,
gingivitis en bloedingen van het tandvlees te vadaien. Belangrijk is bovendien dat er geen
nadelige symptomen of een nadelige verschuivingeirorale microflora aangetoond werd na
het gebruik van mondspoeling of gel met P-113, aggtoont dat het gebruik ervan in de mond
veilig is voor mensen (Mickelst al, 2001; Paquettet al, 2002; Van Dykeet al, 2002).
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2 Candidaalbicans

In dit tweede hoofdstuk van de literatuurstudielezt organisme dat het onderwerp is van deze
thesis, namelijlCandida albicanskort besproken worden. Er zal een algemeen lggddhetst
worden van deze gist en bepaalde eigenschappekiasteken zullen meer in detail

behandeld worden.

2.1 Celbiologie

De meeste fungale infecties die bij mensen voorkoragn opportunistische infecties,
aangezien het infecterende organisme meestal ofwetkomt als commensaal in het
gastheerorganisme ofwel omdat het in grote gethvezig is in het leefmilieu. OokRandida
albicansleeft als ongevaarlijke commensaal in de mondhdlét spijsverteringsstelsel of de
vagina.C. albicanskan echter infecties veroorzaken, die gaan vatieélanschuldige topicale
infecties tot systemische infecties, wat kan resaft in een fatale afloop. De laatste jaren is het
aantal opportunistische infecties alsook de maeislials gevolg van deze infecties sterk
gestegen (Grollet al, 1998). Dit is te wijten aan verschillende factor@-ox, 1993): de
uitbreiding van het aantal ernstig zieke of imm@&tompromitteerde personen (borelingen
met een extreem laag geboortegewicht, mensen gtdafd met HIV, patiénten die zware
chemotherapie ondergaan, immuunsuppressie na laatse, mensen met zware
brandwonden, ... ), de stijging in chirurgische ragen, de toename in gebruik van
corticosteroiden en breed-spectrum antibiotica. Beoyot aantal antifungale middelen zijn
gekend (Polak, 1997), maar deze zijn echter bepmtkkbaar als therapeuticum wegens hun
toxische bijwerkingen (Georgopapadakou & Walsh,8)9€nkele antifungale therapeutica zijn
momenteel voorhanden en slechts sporadisch komeie@we bij. De reden voor deze trage
ontwikkelingen is het feit dat zowel fungale al®gdiercellen, eukaryote cellen zijn. Producten
die de fungale eiwit-, DNA- of RNA-synthese inhibarzullen in veel gevallen ook toxisch zijn
voor zoogdiercellen.

Een groot deel van de fungale infecties wordt veraakt doorCandida species, meC.
albicansals meest voorkomende (Beck-Sague & Jarvis, 1398).genusCandidabestaat uit
een extreem heterogene groep van organismen daegrals gist, dit wil zeggen dat ze
hoofdzakelijk als unicellulairen voorkomen. De ntededen van dit genus kunnen bovendien
ook groeien als een filamenteuze vorm (pseudohyfegidomycelium), ma&. albicansenC.
dubliniensiskunnen ook echte hyfen vormen (mycelium). Het geamvat tussen de 150 en
200 species (Odds, 1987) die biologisch zeer diggnsen onderling gedifferentieerd worden
door middel van koloniemorfologie, gebruik van lsiodfbron en fermentatie. Tot deze genus

behoren gisten met affiniteit voor ascomyceten 2@lgevoor basidiomyceten.
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C. albicansis polymorf, het organisme groeit zowel als eeogormende gistcel als in de
vorm van een mycelium met de vorming van hyfen seudohyfen (Fig. 8). Het onderscheid
tussen hyfen en pseudohyfen wordt gemaakt doordmistaanswijze. Pseudohyfen worden
gevormd door een keten van geélongeerde knoppastgbbnidia) en worden gekarakteriseerd
door een vernauwing bij cel-cel overgangen. Hyfeorden gekarakteriseerd door de
aanwezigheid van parallelle wanden op de plaats wWaahyfe begint te ontwikkelen, de

vorming van septa en de afwezigheid van vernauwinge

Figuur 8: Voorstelling van de groei van
C. albicansals gist (A), hyfen (B) en
pseudohyfen (C) (Odds, 1988).

Hyfevorming wordt geinduceerd door hoge temperateem hoge C&O, verhouding, neutrale
pH en medium arm aan voedingsstoffen. Groei alseliniaire gistvorm wordt daarentegen
geinduceerd door lage temperatuur, goede aeratie,pH en rijk medium (Soll, 1986). Deze
gist-hyfe transities zijn geassocieerd met viruge(ito et al, 1997).

Naast de mogelijkheid om te veranderen van grogiyafan gist naar (pseudo)mycelium en
omgekeerd, i€. albicansook in staat om te veranderen van koloniemorfol¢gig. 9). Deze
hoog-frequentie fenotypeveranderingen leiden tdorkevarianten die op hun beurt met een

hoge frequentie opnieuw kunnen veranderen naartgghele fenotype.
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Figuur 9: Vier fenotypes geisoleerd uit een HIV
patiént (Varga®t al, 2004).

De frequentie van deze spontane veranderingen &aéren van 10 tot 10" (één verandering
per 10 tot 10 celdelingen), en de verschillende fenotypes vanstam kunnen verschillende
veranderingssnelheden vertonen (Slutekyl, 1985; Ramset al, 1994). De frequentie van
fenotypeverandering wordt beinvioed door stressitiesd zoals hitte, UV-radiatie en
veroudering (Slutskyet al, 1985; Rikkerinket al, 1988; Morrowet al, 1989; Soll, 1992).
Alhoewel het mechanisme niet gekend is, zijn emdaimgen dat acetylatie/deacetylatie en
gene silencingloor deSIRgenen een rol spelen in de erfelijke maar omkeerbaranderingen
van het chromatine nabij specifieke fenotypeverenddoci (Perez-Martiret al, 1999; Klaret
al., 2001; Srikanthaet al, 2001). Een verandering van fenotype beinvioedt een aantal
virulentiefactoren, waaronder de gist-hyfe traes{fAndersoret al, 1989), bovendien bezitten
verschillende fenotypes, een verschillende fitlfgargaset al, 2004).

C. albicansis een diploid organisme met een genoom van 1@®enilpaseparen groot (haploid),
ongeveer 30% groter dan dat v8n cerevisiaeAan de hand vapulsed-fieldelektroforese
werden 8 paar chromosomen geidentificeerd, dieirgererd worden van 1 (grootste) tot 7
(kleinste). Het chromosoom dat het ribosomaal DNvaadt wordt R genoemd. Dit R
chromosoom kan sterk variéren in grootte, afhajikkelan het aantal rDNA herhalingen.
Hierdoor kan het, naargelang zijn grootte, vergehie plaatsen innemen hulsed-field
scheidingen en krijgt het de letter R toegewezgpidats van een getal.

In 1996 begon heStanford Genome Technology Centler sequenering van h€t albicans

genoom [ittp://www-sequence.stanford.edu/group/candidaé¢ stam die werd gebruikt werd is

C. albicansSC5314. De sequenering werd financieel gesteund lbetBurroughs Wellcome
Fund hetNational Institutes of Healtlen hetNational Institute for Craniofacial and Dental

Researchln 2004 werd het diploide genoom gepubliceerdg3et al, 2004).
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Vele klinische isolaten vertonen karyotypes diet meereen komen met de standaard. Deze
karyotypische variabiliteit is te verklaren door ftequente chromosomale reorganisatie en
recombinatie van het. albicansgenoom (Merzt al, 1988). De reden voor de karyotypische
variatie is onbekend, maar de modificaties kunreggéschreven worden aan selectie van
bepaalde celpopulaties in verschillende conditzes)s nieuwe koolstofbronnen, aanwezigheid
van antifungale stoffen of verschillende lichaarokes. Sommige karyotypische veranderingen
kunnen echter niet verklaard worden en lijken spantte ontstaan. Het is opvallend dat
laboratoriumstammen relatief stabiele karyotypetonen (behalve voor chromosoom R).

De belangrijkste chromosomale veranderingen zijn Werschil in grootte van het R
chromosoom en de recombinatie tussen niet-homalbgamosomen. De variatie in de grootte
van het R chromosoom kan waarschijnlijk verklaamtden door de ongelijkerossing-over
tussen homologen in het rDNA. Men heeft aangetatatd87 % van de spontade albicans
mutanten een verandering in het R chromosoom vemt@Rustchenket al, 1993) en dat 10 %
van de nakomelingen van een cel de elektroforegisohbiliteit van dit chromosoom kunnen
veranderen na 15 generaties als gevolg van variatide rDNA herhalingen (Iwaguckt al,
1992h).

Verder zijn nog drie evenementen geidentificeerd ldjdragen tot de karyotypische variatie:
aneuploidie, translocaties en chromosomale lenglgmwrfisme. Zowel translocaties als
chromosomale lengte polymorfismen gebeuren ter teoegn MRS ajor Repeat Sequence
gebieden. De MRS zijn herhalingssequenties, vamiteste 16 kbp lang, die voorkomen op alle
chromosomen, behalve op chromosoom 3 (Chiketnal, 1998; Chindamporret al, 1998).
Niet-homologe chromosomen paren via de homologie deze herhalingen en ondergaan
vervolgenscrossing-over Lengte polymorfismen zijn te wijten aan het abktgieén van het 2
kbp centrale element van de MRS. Deze sequenti§, (R€Peated Sequendgwaguchiet al,
1992a), kan tot meer dan vijfentwintig maal herbaabrden en wordt geflankeerd door twee
geconserveerde regio’s, HOK en RB2 (Chindampetrral, 1998). Chromosoom homologen
van verschillende lengte blijken te verschillenhat aantal RPS in een of meerdere MRS
gebieden (De Backer, 2000). De functionele sigaifie van translocaties en lengte
polymorfismen bleef lang onduidelijk, tot Lephatt al. (2005) aantoonden dat de MRS een
invioed hebben op de chromosoomstabiliteit.

2.2 Virulentiefactoren

Candida albicansreroorzaakt ongeveer 50 % van alle systemischingodlinfecties en is in
90 % van de gevallen verantwoordelijk voor vaginandidosen. Bovendien wordt het
organisme gerekend tot de vierde meest frequemvaek&er van sepsis in de Verenigde Staten
(Pfaller et al, 1998). Om een infectie te veroorzaken moeten ppistische pathogenen het
immuunsysteem ontwijken, overleven, delen in dehges en zich verspreiden naar andere
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weefselsC. albicanskan verschillende plaatsen in het lichaam, zoalbwdd, de mondholte, de
slokdarm, het gastrointestinaal stelsel, de vagimdet vasculair systeem koloniseren en daar
een infectie veroorzaken. Deze plaatsen hebbenijtlilegn unieke fysiologische omgeving. De
karakteristieken die toelaten dat deze plaatsenfeygéerd geraken dod. albicansworden
virulentiefactoren genoemd. In tegenstelling tospgeialiseerde pathogenen die één enkele
virulentiefactor expresseren (b@lostridium tetani, bezit de opportunistische pathoge@n
albicansverschillende eigenschappen die bijdragen aan rdéewntie. De belangrijkste en best
onderzochte virulentiefactoren zijn adhesie aanthgascellen, gist-hyfe transitie en de
productie van hydrolytische enzymen.

Herkenning van en adhesie aan de gastheerceCvaibicansis een essentiéle vroege stap in
het veroorzaken van een infectie en dus een bdlamgirulentiefactor. De componenten die
verantwoordelijk zijn voor gastheerherkenning erloksatie worden adhesines genoemd
(Calderone & Gow, 2002). Enkele adhesines die veseh werden zijn, de AlsAgglutenin-
like sequenceeiwit familie (Hoyer, 2001), Hwpl (Staa#t al, 1999), Intl (Kinnebergt al,
1999), Mntl (Buurmaret al, 1998), Pmtl (Timpekt al, 1998) en Pmt6 (Timpedt al, 2000).
Verder blijkt ook de relatieve hydrofobiciteit véwet oppervliak varC. albicanseen invioed te
hebben op de efficiéntie van aspecifiek vasthecbpeapperviakken (Calderone & Gow, 2002).
De mogelijkheid varC. albicansom om te schakelen van gistvorm naar filamentewoze en
omgekeerd is ook belangrijk voor zijn virulentie ufdamoto & Vinces, 2005). Dit werd
aangetoond door het gebruik van deletiestammerdefieiént zijn in filamenteuze groei. Zo
bleken decphlcphl efglefgl dubbele deletiestam (Let al, 1997) en decrkl/crkl en de
hgclhgcl deletiestammen (Chest al, 2000; Zheng & Wang, 2004), stammen die geen hyfen
kunnen vormen, avirulent te zijn in een muismodelpl is een negatieve regulator van
filamenteuze groei, aangezien depl'tupl deletiestam constitutieve filamenteuze groei
vertoont. Deze hyperfilamenteuze stam bleek ookveeminderde virulentie te bezitten (Braun
& Johnson, 1997). Hieruit blijkt dat alleen stamnuka hyfen en gistcellen kunnen produceren
in staat zijn om vitale organen te penetreren ear deldoende kunnen groeien om het
gastheerorganisme te doden.

Een andere factor die bijdraagt tot virulentie v&n microorganisme, is de productie van
hydrolytische enzymen. Gesecreteerde hydrolytissiemymen kunnen bijdragen tot de invasie
in gastheerweefsel door afbraak of verstoring vambranen, afbraak van opperviakmoleculen
van gastheercellen om adhesie te vergemakkelijfesfbraak van cellen of moleculen van het
gastheer immuunsysteem (Hube & Naglik, 200€). albicans produceert hydrolytische
enzymen met brede substraatspecificiteit. De deegnbelangrijke hydrolytische enzymen in
C. albicanszijn gesecreteerde aspartyl proteasen (SAP) (KNaglial, 2003), fosfolipase B
enzymen en lipasen (Ghannoum, 2000; Hube & Naglig2). De Sap proteinen, gecodeerd
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door een familie van 18AP genen, zijn van deze drie het meest bestudeerdlikNet al,
2003).

Deze drie eigenschappen zijn niet de enige dierdugh tot de virulentie vag. albicans
Andere virulentiefactoren die beschreven zijn, zign hoge-frequentie fenotypeveranderingen
(Yang, 2003), thigmotropisme (d.i. de mogelijkhedtn contact te voelen), moleculaire
mimicry, groeisnelheid en de mogelijkheid om teejen in een milieu met weinig nutriénten
(Cutler, 1991; Odds, 1994).

Geen enkeleC. albicansvirulentiefactor op zich is echter verantwoordeklijor virulentie en
niet al de geéxpresseerde virulentiefactoren zZijmdzakelijk voor een bepaalde fase of plaats

van infectie.

2.3 Mating

Sinds zijn moderne klassificatie zo'n 100 jaar defeisCandida albicansltijd omschreven als
een asexuele gist. In de jaren ‘70 en ‘80 van woeguw werd aangetoond dat natuurlijke
isolaten varC. albicansdiploid zijn, geen enkele observatie suggereerdaatsvezigheid van
een sexuele reproductieve cyclus (Olaiya & Sogia79l Whelanet al, 1980). Dit was
verrassend, gezien de dichte relatie v@n albicans met Saccharomyces cerevisiaen
Kluyveromyces lactjsgisten die wel sexueel reproduceren. Tegen Imeleevan vorige eeuw
echter werden van verschillen8e cerevisiagenen, waarvan aangetoond was dat ze betrokken
zijn bij mating en meiose, orthologen ontdekt @ albicans Sommige van dez€. albicans
orthologen konden bovendien hun tegenhangers comepleren indien ze geexpresseerd
werden inS. cerevisia€Diener & Fink, 1996; Leberast al, 1996). Met de sequenering van het
volledige genoom var€. albicanskonden Hull en Johnson twemating-typeloci, MTLa en
MTLa, identificeren (Hull & Johnson, 1999).

Zowel MTLa alsMTLa bevatten twee functionele genen, al en a2 Mbdra enal ena2 voor
MTLa (Tsonget al, 2003). Opdat fungi sexueel zouden kunnen repm@ucis functionele
hemizygotie of homozygotie van deating locus vereist, dat terwijl de meediz albicans
isolaten heterozygoot zijn. Toch werd binnen har jaating aangetoond door twee groepen.
Door deletie maakten Hull en collega’s stammen bkgguot voorMTLa of a en zij toonden
mating aan in muizen door het injecteren van eeneggde cultuur (Hulkt al, 2000). Magee
en Magee maakten homozygote stammen door chromogedi®s, geinduceerd door groei op
sorbose, en toondenatingaan op plaat (Magee & Magee, 2000).

Miller en Johnson toonden aan dat homozy@btea enMTLa stammen, gemaakt van de CAI-
4 stam, wit-opaak transitie ondergaan enrdating 10 keer efficiénter gebeurt indien beide
stammen in de opaak fase zijn. De mogelijkheid gan C. albicansstam om wit-opaak
transitie te ondergaan blijkt gereguleerd te wordeor deMTL locus (Miller & Johnson,

2002). Deze bevindingen verklaren waarom slechist 3% van de klinische isolaten véh
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albicansin staat is om de wit-opaak transitie te ondergaaena cellen wel, maar &/ cellen
niet. Mating van C. albicans cellen is dus sterk verbonden met de wit-opaaksttia.
Waarschijnlijk kunnen alleen opaak cellen zich sstueproduceren, de lage frequentie van
mating die gebeurt tussen witte cellen is waarschijndign gevolg van het spontaan ontstaan
van opaak cellen (Bennett & Johnson, 2005).

Het mating proces inC. albicanskan in verschillende stappen ingedeeld worden antkn
grote mate overeen met haatingproces inS. cerevisiagcalhoewel er toch enkele belangrijke
verschillen zijn (Mageet al, 2002). Indien diploide opaak a arcellen gemengd worden dan
vormen zemating projecties die, in tegenstelling met gemoevormen inS. cerevisiaetot
verschillende malen de lengte van de cel groeiest. titeindelijke resultaat van hetating
proces zijn tetraploide cellen. In de meeste fusgr een meiose proces aanwezig om terug
naar diploide cellen te gaan. Alhoewel erdn albicansorthologen zijn geidentificeerd van
genen van andere fungi die betrokken zijn bij meias inC. albicansdit meiose proces nog
niet beschreven (Tzungt al, 2001). In sommige fungi gebeurt reductie van dioidoor
chromosoomverlies gedurende opeenvolgende mitetistdlingen om zo een parasexuele
cyclus te vormen. Alhoewel er nog geen meiotischeus is geidentificeerd, toch is er een

parasexuele cyclus beschreven met efficient chroorasverlies (Bennett & Johnson, 2003).

2.4 Codongebruik

In de jaren 1960 werd door een combinatie wawitro enin vivo experimenten duidelijk dat,
ondanks een hoge graad van redundantie binnenrdgigihe code (het gebruik van meer dan
€én codon voor een specifiek aminozuur), deze pehet code universeel bleek te zijn (Crick,
1968). Bijgevolg stelde Crick datHe (genetic) code is universal because at thegmteSme
change would be lethal, or at least very strongllested against(Crick, 1968). Deze stelling
bleef geaccepteerd tot een aantal onverwachtekitfiggn de kop op staken in het begin van de
jaren '80. Er bestaan voorbeelden waar vollediggayming gebeurde vanon-senseodons
tot sensecodons en omgekeerd. Omvormingen sansenaarsensecodons zijn veel zeldzamer,
met één zeer goed gedocumenteerd geval, namelifoal@jzing van het CUG codon van
leucine naar serine in ve€hndidaspecies (O'Sullivaet al, 2002).

Een eerste tabel voor codon gebruilCinalbicanswerd gepubliceerd door Browet al. (1991),
deze tabel werd opgesteld door het gebruik vanroda te gaan van slechts een beperkt aantal
coderende sequentigs. albicansbleek een sterke voorkeur te hebben voor het gelan een

A of T op de derde plaats in het codon, de zogedaanobble-base. Lloyd en Sharp (Lloyd &
Sharp, 1992) verrichtten een meer grondige analgsehet codongebruik i€. albicansen
probeerden de optimale codons voor dit organismdetatificeren. Ook zij vonden een sterke
voorkeur voor het gebruik van A of T op de derdsiti® van de codons. Bovendien, vonden zij

dat het gebruik van A of T op de eerste plaatsdeanodons vermeden wordt.
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De belangrijkste afwijking op de universele gerattées code inC. albicansis het gebruik van
het CUG codon voor serine in plaats van leucinezeDeerandering in het gebruik van de
genetische code is niet algemeen in het g&amlida NaastC. albicanskomt deze wijziging
voor in 75 leden van het genus. In sommige spewaiedt het CUG codon zowel voor serine als
leucine gebruikt €. albicans, C. maltosa, C. zeylanoides, C. lugiaen C. tropicalig. In de
meeste species wordt het CUG codon echter allelemuige voor serine. In de species waar het
CUG codon voor beide aminozuren wordt gebruikjkbéchter het gebruik voor leucine echter
minimaal. In C. zeylanoidesbijvoorbeeld, wordt in vivo slechts 3% van hetr-8RNAcac
geleucyleerd, terwijl het voor de rest wordt gekssd en bijgevolg de incorporatie in
polypeptiden gebeurt volgens deze verhouding (Suztudd, 1997).

De meest gebruikte leucine codonsGnalbicanszijn UUA en UUG terwijl de CUN codon
familie zelden gebruikt wordt. In deze familie koh#t CUU codon het meest voor, gevolgd
door de CUA en CUC codons. De lage frequentie w@ingebruik van het CUG codon, dat
codeert voor serine, komt overeen met het wein@kamen van het seryl-tRNAc. Het CUG
codon wordt vooral gebruikt in genen die een laggessieniveau bezitten (Santos & Tuite,
1995).

Dit niet-universeel codon gebruik v&h albicansheeft gevolgen voor de heterologe expressie
van genen in dit organisme. Heterologe genen di€& @ddons bevatten zullen niet correct
geéxpresserd worden @ albicans Alle CUG codons moeten daarom vervangen wordem do
de leucine codons UUA of UUG. Dit is bijvoorbeelddgan om hegreenfluorescentprotein

(yeGFP) rapporteergen geéxpresseerd te krijgén atbicangCormacket al, 1997).
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3 Bax-geinduceerde celdood in gist

3.1 De Bcl-2 familie

Genetisch geprogrammeerde celdood (apoptose) gelwdid beschreven en onderzocht in
multicellulaire eukaryoten. Overbodige, ongeweraftgotentieel schadelijke cellen voor het
organisme ondergaan een apoptotisch proces datagiedaseerd wordt door het krimpen van
de cel, chromatine- en cytoplasmacondensatie, datieavan nucleair DNA, plasmamembraan
blebbingen fagocytose van het celdebris (Schwattal, 1993). De Bcl-2 familie van eiwitten
speelt een centrale rol in de controle van dit ggammeerde celdoodproces. Deze familie van
eiwitten bestaat uit verschillende subfamilies. Bd-2 subfamilie bevat eiwitten met anti-
apoptotische activiteit en bestaat uit Bcl-2, Bel-Bfl1/Al, Belw en BelB. De Bax subfamilie
bevat eiwitten met pro-apoptotische activiteit @mvat onder andere Bax, Bak en Bok. De Bik
subfamilie heeft een indirecte activiteit en ledan deze subfamilie kunnen over het algemeen
als pro-apoptotisch beschouwd worden door hetifdize leden van de anti-apoptotische Bcl-2
familie direct inactiveren, pro-apoptotische eiwfitt vrijstellen van hun anti-apoptotische
tegenpolen, of pro-apoptotische eiwitten directivacen. Verschillende geconserveerde
domeinen werden geidentificeerd in de Bcl-2 familsangeduidt als Bcl-2 Homologie
Domeinen, BH1, BH2, BH3 en BH4. Alle vier de hongik domeinen kunnen teruggevonden
worden in de Bcl-2 subfamilie, de Bax subfamiliesmover het algemeen BH4 en de Bik
subfamilie bezit enkel het BH3 domein (uitgezondBuol#t Xs, dat ook BH4 bezit). De meeste
leden van deze familie bezitten verder nog een digdb carboxy-terminaal fragment, het
TransMembraan (TM) domein. Dit domein zou de irtBeamet intracellulaire membranen
verzorgen (Reekmans, 2004).

De proteinen van de Bcl-2 familie zijn multifuncteel. Zij kunnen dimeriseren met andere
Bcl-2 familieleden, zij beschikken over een poramende of ionkanaal-vormende activiteit en
zij kunnen binden aan niet-homologe eiwitten (Zamizat al, 1998). De verhouding tussen
pro- en anti-apoptotische Bcl-2 eiwitten bepaalgdeoeligheid van een cel voor apoptose, het
zogenaamde rheostaat model. Deze hypothese postdkieer een delicate balans bestaat
tussen pro- en anti-apoptotische Bcl-2 eiwittem, werandering in deze verhouding bepaalt het
lot van de cel: overleven of sterven. Het anti-dptigche Bcl-2 is in staat om heterodimeren te
vormen met het pro-apoptotische Bax. Bcl-2 kan epedmanier voor celoverleving zorgen
door Bax te complexeren en op deze manier de ajiggiie activiteit van Bax te neutraliseren
(Korsmeyeret al, 1993; Oltvaiet al, 1993). Naast deze heterodimerisatie capaciteitols
aangetoond dat Bax membranen kan destabiliseresa(Baet al, 1999) en kan insereren in
membranen met de vorming van ionkanalen (Antonssah, 1997). De interactie van Bax met
membranaire dubbellagen zorgt voor de vorming vamép die groot genoeg zijn om eiwitten

te laten passeren zoals cytochroom c (Saiital, 2000; Epancet al, 2002). Complexatie van
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Bcl-2 met Bax zou deze porie-vorming verhinderemt¢hssonet al, 1997). Bovendien zou
Bax kunnen binden met déltage-Dependent Anion Chan®DAC) (Naritaet al, 1998) en
de Adenine-Nucleotide Transport¢ANT) (Marzo et al, 1998), respectievelijk gelegen in de
buitenste en binnenste mitochondriale membraan.

Bax-expressie op zich induceert in zoogdiercelleengapoptose (Deckwer#t al, 1996),
overexpressie zorgt wel voor een versnelde celdaogen celdood signaal (Oltweti al, 1993)
en hyperexpressie van Bax is voldoende om celdeaauceren zonder een stimulus (Xiatg
al., 1996). Apoptose is geassocieerd met een heraitiedivan de Bax eiwitten van het cytosol
naar de mitochondrién (Woltet al, 1997), ER (Zonget al, 2003), Golgi (Godlewsket al,
2001) en nucleaire membranen (Mandatl al, 1998). Verder zijn verschillende pro-
apoptotische effecten geassocieerd met de ovessiprevan Bax in zoogdiercellen in
celcultuur: modulatie van celcyclus, depletie vaat'Gn het ER, accumulatie van €dn de
mitochondrién, accumulatie van eiwitten in het ER @& mitochondrién, cytochroom c
vrijstelling uit de mitochondrién, mitochondriala§mentatie, aggregatie van de mitochondrién
rond de kern, een verhoging van de ROS producis eerlaging of verlies van de
mitochondriale membraanpotentiaal en een verlaginguthation (Reekmans, 2004).
Expressie van Bax induceert niet alleen celdoaboydiercellen, heterologe expressie van Bax
veroorzaakt ook celdood irosophila melanogaste(fruitvlieg) (Gaumeret al, 2000),
Nicotiniana benthaminianéabaksplant) (Lacomme & Santa Cruz, 1999gbidopsis thaliana
(zandraket) (Kawai-Yamadat al, 2001), de bacterigscherichia col{Asohet al, 1998), en in
de gisten Saccharomyces cerevisia¢Sato et al, 1994; Greenhalfet al, 1996),
Schizosaccharomyces pomndargensmeieet al, 1997),Pichia pastoris(Martinetet al, 1999)

enKluyveromyces lactiéPoliakovaet al, 2002).

3.2 Bax-geinduceerde celdood in gist

Eén van de karakteristieke eigenschappen van gepnogeerde celdood en apoptose is de
autonome manier waarop het celdoodproces in eegetaurt, de stervende cellen zijn actieve
deelnemers in hun eigen celdood (Ucker, 1991). @oknicellulaire organismen zijn deze
zelfmoordprocessen herkend, wat wijst op een mgedivolutionaire oorsprong (Shub, 1994).
Op basis van de bevindingen dat Bax celdood kancirn in verschillende gisten en dat deze
celdoodprocessen verhinderd kunnen worden doopdgressie van BclXof Bcl-2, wordt

de mogelijkheid geopperd dat ten minste een daehea Bcl-2 familie gecontroleerde celdood
proces evolutionair geconserveerd is. De studieBaxtgeinduceerde celdood in gist kan dus

bijdragen aan het ophelderen van een evolutiomaomserveerd celdoodmechanisme.

Heterologe overexpressie van het pro-apoptotisghié Bax in S. cerevisiaeellen induceert
celdood in deze gistcellen (Greenhetlfal, 1996). Dit celdoodproces werd initieel beschreven
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als gelijkend op autofagie met de desintegratiedawrganellen en vacuolisatie. Apoptotische
veranderingen, zoals morfologische veranderingem wd& kern, compacte chromatine
condensatie en oligonucleosomale DNA degradatiedeve aanvankelijk niet waargenomen
(Zha et al, 1996). Daarom werd gesuggereerd dat Bax-geindilicgddood in bakkersgist
enkel te wijten zou zijn aan de intrinsieke toxaditvan het eiwit zelf, als gevolg van zijn porie-
vormende eigenschappen (Muchmoee al, 1996). Meer recenter werk toonde echter
verschillende morfologische veranderingen aan istcgllen die Bax expresseren, die
overeenkomen met reeds eerder geobserveerde vergmahein apoptotische zoogdiercellen.
Ligr et al. (1998) toonden aan dat heterologe overexpressie Bax in S. cerevisiae
morfologische veranderingen veroorzaakt, zoalsela$somatine condensatie, mitochondriale
zwelling, breuken in DNA-strengen en plasmamembldaibbing

Net zoals in zoogdiercellen lokaliseert Bax in bedggist naar de mitochondrién (Woltdral,
1997), insereert Bax in de mitochondriale membraferiault et al, 1999), zorgt voor
cytochroom c vrijstelling (Manort al, 1997) en induceert de productie waactive oxygen
species (ROS) (Madeoet al, 1999). De expressie van Bax veroorzaakt schade dea
mitochondrién (Priaulet al, 2002) wat leidt tot verlies van mitochondrialedties (Kissovaet

al.,, 2000), waarschijnlijk als gevolg van de vormingnveen porie in de buitenste
mitochondriale membraan (Epaatial, 2002).

Jurgensmeieet al. (1997) gingen de gevolgen van Bax-expressieSamizosaccharomyces
pombena en vergeleken dit met Bax-geinduceerde celdioatbogdiercellen. Verschillende
observaties toonden gelijkenissen aan tussen dmteff van dit eiwit in deze gist en
zoogdiercellen. Bax-expressie ;1 pombeesulteerde in celdood. Dit lethale effect werdeen
gedaan daar de coéxpressie van de anti-apoptogsdefitten Bcl-X of Bcl-2. Een mutant van
Bcl-2, die het pro-apoptotische effect van Bax dogdiercellen niet kan verhinderen (Yé
al.,, 1994), is ook niet in staat om ®. pombehet celdood proces te verhinderen. Andere
observaties daarentegen tonen aan dat er verschiijitein het celdoodfenotype tussen deze gist
en zoogdiercellen na Bax expressie. Het Bax-ge#etde celdoodproces v& pombecellen
gaat gepaard met cytoplasmatische vacuolisatiepsolfsche condensatie en multifocale
nucleaire condensatie, maar niet met verkleining lvat celvolume, nucleaire fragmentatie en
protease activiteit. Verder bleek ook de proteakéitor p35 niet in staat om Bax-geinduceerde
celdood inS. pombee verhinderen (Jurgensmeidral, 1997).

Bax-expressie in de methylotrofe giBt pastorisresulteerde in volledige groei-inhibitie en
celdood. Behalve chromatine condensatie, werdenn ge®rfologische veranderingen
waargenomen die typisch zijn voor apoptose in zwmwgdllen. Kleuring van de Bax-
expresserende cellen met propidium jodide toonde dst de waargenomen celdood niet
gecorreleerd kan worden met necrose. Elektronewstgopische opnamen toonden enkele
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cellen met kenmerken die een celdoodproces sugyerdat eerder gecorreleerd is met
autofagie (Martineet al, 1999).

Ook in Kluyveromyces lacti resulteerde de intracellulaire expressie van iBayroei-inhibitie

en celdood. Deze celdood ging gepaard met een ogdeoROS productie. Het anti-apoptotisch
eiwit Bcl-X, indien co-geéxpresseerd met Bax, localiseert daanitochondrién en verhindert
Bax-geinduceerde celdood maar niet de ROS prodiRéispiratorisch deficiéntg® mutanten
van K. lactis zijn gevoeliger voor Bax dan de wild type cellemat erop wijst dat Bax-
geinduceerde celdood in deze gist niet afhankdijkan de functie van de mitochondriale
elektronentransportketen (Poliakostaal, 2002).
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DOELSTELLING

De laatste twee decennia is er een sterke stijgary het aantal opportunistische fungale
infecties geweest, ook de mortaliteit als gevolg daze infecties is gestegen. Het organisme
dat verantwoordelijk is voor de meeste van de flengdecties isCandida albicans. Deze gist
leeft als ongevaarlijke commensaal in mensen, Wwatakan voorkomen in de mondholte, het
spijsverteringsstelsel of de vagira. albicans kan echter infecties veroorzaken, die gaan van
relatief onschuldige topicale infecties tot systsrhe infecties. In ongeveer 50% van de
gevallen resulteren deze systemische infectiegnnfatale afloop. Een groot aantal antifungale
middelen zijn gekend, maar deze zijn echter bepamkikbaar als therapeuticum wegens hun
toxische bijwerkingen. Slechts enkele antifunghlerapeutica zijn momenteel voorhanden en
slechts sporadisch komen er nieuwe bij. Bovendieadt er resistentie op tegen de frequent
gebruikte antifungale middelen. Daarom zijn er wieuantifungale middelen nodig die
inwerken op nieuwe moleculaire doelwitten en werkelgens een verschillend mechanisme in
vergelijking met de gangbare antifungale middelen.

Het doel van deze thesis is het induceren van eleloadproces iIC. albicans om daarna na te
gaan welke genen betrokken zijn bij dit celdoodpsodDe genen die betrokken zijn bij het
celdoodproces kunnen gebruikt worden als doelwibrvde ontwikkeling van nieuwe
antifungale middelen.

Er wordt geopteerd om op twee verschillende manieren celdoodproces te initiéren. Een
eerste manier is eerder een artificiéle manierr deoconditionele intracellulaire expressie van
het pro-apoptotische eiwit Bax proberen we een omglgroces in gang te zetten. De
intracellulaire expressie van dit eiwit in enketelare gisten toonde aan dat het toxisch is voor
de gistcel en celdood initieert. Bax is een eiwdtt chiet voorkomt in gisten, het wordt
geéxpresseerd in zoogdiercellen waar het een ¢tentd speelt in de controle van
geprogrammeerde celdood. Een andere manier dieuigelzal worden om celdood te
veroorzaken, is door de incubatie van @ealbicans cellen met het antimicrobiéle peptide,
histatine 5. Dit is een fysiologisch relevante nearom celdood te initiéren. Het histatine 5 is
een peptide met sterke antifungale eigenschappevodekomt in het speeksel van de mens en
andere hogere primaten. Dit peptide maakt deebarithet aangeboren immuunsysteem en is
onder andere verantwoordelijk voor het voorkomeminéecties in de mondholte.

Om genen te identificeren die betrokken zijn bi} hestatine 5-geinduceerde celdoodproces
zullen twee strategieén gevolgd worden. Aan de haad de screening van een
overexpressiebank zullen we genen kunnen idemdficedie, indien ze overgeéxpresseerd
worden, een meer resistent fenotype verlenen aanellen. Aan de hand van microarray
analyse kunnen we het expressieprofiel bepalersaaienvalt met histatine 5-geinduceerde
celdood. De meest interessante genen die met aeze dtrategieén geidentificeerd zullen

worden, kunnen dan verder bestudeerd worden aharttevan overexpressie- en deletiestudies
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om hun betrokkenheid bij het histatine 5-geinduweaeldoodproces te bepalen. De genen die
betrokken zijn bij dit celdoodproces kunnen gehlrwkrden als doelwit voor de ontwikkeling
van nieuwe antifungale middelen.

Naast de identificatie van genen die betrokken enudinnen zijn bij het celdoodprocesGn
albicans, wordt het Bax-geinduceerde en histatine 5-geielde celdoodproces ook verder
bestudeerd in celbiologisch opzicht. Het histabrgeinduceerde celdoodprocesdnalbicans
wordt verder ook vergeleken met het histatine hidieteerde celdoodprocesSaccharomyces
cerevisae, een gist die vaak als modelorganisme gebruiktdivor het onderzoek nadt.

albicans.
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1 Bax-geinduceerde celdood i@andida albicans

In dit eerste hoofdstuk onderzoeken we de effeetenBax-expressie in de pathogene @ist
albicans. De resultaten van dit werk werden gepubliceerdeast.

Celdood inducerende expressie van het pro-apogietisiwit Bax kon verkregen worden door
het gebruik van een synthetisBAX gen waarvan de codons aangepast werden voor optimal
expressie irC. albicans. Expressie van dit synthetiscBAX gen resulteerde in groei-inhibitie
en celdood. Door Bax te fuseren met het gist-gataliseerdgreen fluorescent protein van
Aequoria victoria werd het celdood inducerende effect van Bax vegi@mor een verminderde
proteolytische degradatie van Bax. Door gebruikntaken van dit fusie-eiwit konden we
aantonen dat Bax met de mitochondrién colokalisé&tder konden we voor de allereerste
keer aantonen dat expressie van Bax in gist exoi@t dat de mitochondrién, die normaal een

verspreide distributie in de cel vertonen, groepénesen regio nabij de kern.
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Abstract

Bax is a pro-apoptotic member of the Bcl-2 familypooteins involved in the regulation of
genetically programmed cell death in mammalianscdtl has been shown that heterologous
expression of Bax in several yeast species, such Sascharomyces cerevisiae,
Schizosaccharomyces pombe and Pichia pastoris, also induces cell death. In this study we
investigated the effects of Bax expression in th#h@genic yeasCandida albicans. Cell death
inducing expression of Bax required a synthéiX gene that was codon-optimized for
expression irCandida albicans. Expression of thi8AX gene resulted in growth inhibition and
cell death. By fusing Bax with the yeast enhancede@ Fluorescent Protein éfequoria
victoria, the cell death-inducing effect of Bax was incegshsglue to reduced proteolytic
degradation of Bax. Using this fusion protein wewd that, upon expression @ albicans,
Bax co-localizes with the mitochondria. Furthermovge showed for the first time that
expression of Bax in yeast causes the mitochondtizch are normally distributed throughout

the cell, to cluster in the perinuclear region.
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Introduction

In recent years there has been a spectacular gecieéhuman fungal infections (Fox, 1993).
Most of these infections are attributed @andida albicans, a frequently encountered
commensal in the oral cavity, vagina and digedtiget. C. albicans can cause not only topical
infections, but also life-threatening systemic atiens, especially in immunocompromised
patients. As the number of effective non-toxic datigal compounds is limited, and resistance
to frequently used drugs is increasing, there isir@ent need for new antifungal drugs. In this
paper we describe a new system for conditionald=sth inC. albicans, based on intracellular
expression of the pro-apoptotic protein Bax. Thinditional cell death system can be used for
the identification of new targets for cell deathdutating drugs.

Genetically programmed cell death (apoptosis) e tdescribed in multicellular eukaryotes.
Cells that are unwanted or potentially harmful he brganism undergo an apoptotic process
characterized by cell shrinkage, chromatin and ggmic condensation, digestion of nuclear
DNA, loss of mitochondrial membrane potential, plasmembrane blebbing, and phagocytosis
of the cell debris (Schwargt al., 1993). The Bcl-2 family of proteins is centraltwolved in
the control of the programmed cell death proce&D(P Proteins of this group belong either to
the inhibitors of cell death (Bcl-2, BclyXor to the group of proteins promoting apoptoBiaX,
Bak) (Oltvai & Korsmeyer, 1994; Knudson & Korsmey#897; Reedt al., 1998).

Expression of the pro-apoptotic Bcl-2 family memt&gax in Saccharomyces cerevisiae,
Schizosaccharomyces pombe and Pichia pastoris induces cell death (Satet al., 1994;
Greenhalfet al., 1996; Zheet al., 1996; Inket al., 1997; Jurgensmeiet al., 1997; Martinett

al., 1999). InS cerevisiae this process was initially described as resembdinpphagy, with
dissolution of the internal organelles and vacwion. But apoptotic changes, such as
morphological changes in nuclear shape and chransatidensation, were not observed in this
yeast (Zheet al., 1996). It was therefore suggested that Bax-indwsd death irS cerevisiae

is due to the intrinsic toxicity of the Bax proteiiself, mediated solely by pore-formation
(Muchmoreet al., 1996). However, more recent work revealed a seoie morphological
changes in yeast cells expressing human Bax siittiléinose observed in apoptotic metazoan
cells (Ligret al., 1998).Bax expression in the fission ye&khizosaccharomyces pombe also
showed some of the morphological changes typicapwiptosis, such as DNA fragmentation,
chromatin condensation, dissolution of the nucleavelope and cytosolic vacuolization,
suggesting the presence of a PCD pathway in thiselluiar eukaryote (Inket al., 1997;
Jurgensmeieet al., 1997). Bax expression in. pastoris resulted in growth inhibition and cell
death. Chromatin condensation, typical of apoptosimammalian cells, was also observed.
Propidium iodide staining indicated that cell deatis not correlated with necrosis (Martieet
al., 1999).
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Considering the observation of Bax induced cellthlea S cerevisiae, S pombe and P.
pastoris, a similar death regulating mechanism could alsopbesent in other yeast@/e
therefore asked whether overexpression of the mBaseprotein leads to cell death in the
pathogenic yeastandida albicans. Functions involved in this Bax-induced cell deatbqess

can be used as targets for the development of moniélingal compounds.
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Methods

Strains

C. albicans CAI-4 (ura3::imm434/ura3::imm434) was kindly provided by Dr. W. Fonzi,
Georgetown University (Washington, DC) (Fonzi & inw1993).

Escherichia coli transformations were done using the Top10 stram finvitrogen (San Diego,
CA) (F mcrA A(mrr-hsdRMS-merBC)@80lacZAM15 AlacX74 deoR recAl araD139 A(ara-
leu)7697galU galK rpsL (StrY) endAl nupG).

Media

Synthetic dextrose medium (SD), containing 2% (wghicose, 0.67% (w/v) yeast nitrogen base
without amino acids and 0.077% (w/v) complete sepm@nt mixture minus uracil (BIO 101
Inc., Carlsbad, CA) was used to grow tbealbicans transformants. To ensure growth of the
wild type C. albicans (CAI-4), the media was supplemented with (gIml uridine. For plate
preparation the medium was solidified with 2% (wagar. Expression of the syntheB&X

gene was performed using 2% (w/v) galactose a®naburce.

Condtruction of the codon-optimized BAX gene

Construction of the synthetiBAX gene followed the codon usage describedGoalbicans
(Brownet al., 1991; Lloyd & Sharp, 1992hftp://alces.med.umn.edu/candida/codons htiro
ensure a high level of expression of the synttgsite, the subset of ‘optimal’ codons of highly

expressed genes was used to design the synBaetigene.

The syntiCaBAX gene was constructed in three parts using eigigomlicleotides. The
sequences of the oligonucleotides are given ineldblPrimer Al introduced Bstl site for
direct cloning into theC. albicans expression vector, and Bglll site upstream of the ATG
codon as a linker for a YE#P fusion. Primer C2 introduced 3mal site for cloning into the

expression vector.

Table 1. Oligonucleotides used for construction of the bgtit CaBax gene.

Oligo Sequence 5’ to 37

Al AACTGCAGGAAGATCT TCCATGGATGGTTC TGGT GAACAATTGGGTTCTGGT GGTCCAACCTCT TCT GAACA AATCATGAAAACCGGTGCTTTCTTGTTG

A2 TAGAAGCATCTTGTGG TG GTTGTTCCAAGGTCAATTCTGGGGTTTCACCAGCCATTCTACCAGCTCTATC TTG GATG AAACCTTGCAACAAGAAAGCACC

A3 GGAATTCTCGACATCAGCGATCATTCTTTGCAATTCCATGTTAGAATCCAATTCATCACCGATTCTTCTC AAACAT TCAGACAATTTTTTGGTAGAAGCATCTTGTG
Bl GGAATTCGCTGATG TCGATACCGATTCTCCAAGAGAAGTCTTCTTCAGAGTCGC TGCTGATATGTTCGCTGATGG TAACTTCAACTG

B2 AATTCTGGGACTTTGGTACACAAAGCTTTCAAGACCAATTTAGAAGCGAAGTAGAACAAAGCGACGACTCTACCCCAGTTGAAGTTACCA

B3 CCACCTTGATCTT GGATCC AGACCAACAATCTTTCTCTCAAGAAATCCAAGGTCCAACCC ATGATGGTTCTGATCAATTCTGGGACTTTG

C1 ATTGTTGGTCT GGATCC AAGATCAAGGTGGTTGGGAAGGTTTGTTGTCTTACTTCGGTACCCCAACCTGGCAAACCGTCA

@2 TCCCCCGGGGGATTA ACCCATTTTTTTCC AGATGGTCAAAG AAGCGGTCAAGACACCAGCGACGAAGATGGTGACGGTTTGCCAGGTTGGG

Start and stop codons are in bold; restriction sites used for cloning are underlined.
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Figure 1. Outline for the synthesis of the synthéBi&X gene, using. albicans optimal codons
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Fragments A and B were synthesized in two stepshénfirst PCR, primers X1 and X2 (X
represents A or B, respectively) were used togefftez resulting fragment served as a template
for a second PCR performed with primers X1 and RBagment C was synthesized in an
independent PCR using primers C1 and C2. Fragmferdad B were cloned into the pCR-
Bluntll-TOPO vector (Stratagene Cloning Systems,Jola, CA), whereas fragment C was
cloned into the pCR2.1-TOPO vector (Stratagene iGtpBSystems, La Jolla, CA) (Fig. 1). All
three fragments were sequence verified.

Subsequently, fragment A was digested vidiil and Tagl, fragment B withTagl and BamH],

and fragment C wittBamHI and Smal. The three products were cloned in a quadrupgiatibn
into pUC21 digested witlPstl and Smal, to produce plasmid pUC21:synthCandidaBAX. The

sequence of the syntheBAX gene is shown in Figure 2.

M D G 8 G E Q L G S G G P T S
1l ATG GAT GGT TCT GGT GARA CAA TTG GGT TCT GGT GGT CCA ACC TCT

S E Q B M K T G A F L L Q G F
46 TCT GAA CAA ATC ATG AARA ACC GGT GCT TTC TTG TTG CARA GGT TTC

i Q D R A G R M A G E T P E L
91 ATC CAA GAT AGA GCT GGT AGA ATG GCT GGT GAA ACC CCA GAA TTG

T L E Q P beS [0} D A S T K K L S
136 ACC TTG GAA CAA CCA CCA CAA GAT GCT TCT ACC AAA AAA TTG TCT

E &) L R R I G D E L D S N M E
181 GAA TGT TTG AGA AGA ATC GGT GAT GAA TTG GAT TCT AAC ATG GAA

L Q R M I A D v D T D b= P R E
226 TTG CAA AGA ATG ATC GCT GAT GTC GAT ACC GAT TCT CCA AGA GAA

v F ¥ R v A A D M ¥ B D G N ¥
271 GIC TTC TTC AGA GTC GCT GCT GAT ATG TTC GCT GAT GGT AAC TTC

N W G R v v B L F T F A s K L
316 PRAC TGG GGT AGA GTC GTC GCT TTG TTC TAC TTC GCT TCT ARA TTG

v L K 4 L c T K v P E L T R T
361 GTC TTG BRRA GCT TTG TGT ACC ARRA GTC CCA GRA TTG ATC AGA ACC

I M G W liig L D F L R E R L L v
406 ATC ATG GGT TGG ACC TTG GAT TTC TTG AGA GRA AGA TTG TTG GTC

W I Q D Q G G W E G L L s Y F
451 TGG ATC CAA GAT CAA GGT GGT TGG GAA GGT TTG TTG TCT TAC TTC

G T B i W Q T v T I F v A G v
496 GGT ACC CCA ACC TGG CBA ACC GTC ACC ATC TTC GTC GCT GGT GTC

L T A s L T E W K X M G
541 TTG ACC GCT TCT TTG ACC ATC TGG ARA AAA ATG GGT TAA

Figure 2. DNA and protein sequences of the

syntheticCandida Bax gene.

Construction of synthetic BAX- and GFP-synthetic BAX expression plasmids

A Pstl-Smal fragment containing the ORF of the synthd&iX gene was cloned into thistl-
Sul digested vector pGALLIACT1LUC (W. Martinet, unpighled), to produce the expression
construct pGAL1P:synthCaBAX (Fig. 3A). To faciligatecognition of the AUG codon during
formation of initiation complexes, a purine basé (®as introduced at position —3 from the
AUG codon (Kozak, 1981) using the Quick change slbected mutagenesis kit from
Stratagene Cloning Systems (La Jolla, CA).

The yeast enhancddFP gene (YESFP) (Cormacket al., 1997) was amplified by PCR using
upstream primer 5'-AACTGCABTGTCTAAAGGTGAAGAATTATTC-3' and downstream

Kris De Smet Doctoraatsthesis 76



Resultaten

primer 5-GGAAGATCTTCCTTTGTACAATTCATCCATACC-3'. The upstream primer
introduced aPstl site (underlined), while the downstream primemteaned aBglll linker
(underlined) for fusion with the syntheBAX gene. After cloning of the &P gene into the
pCR2.1-TOPO vector, the gene was sequence verified.

The yEGFP-synth Candida BAX fusion was created by cloningPatl-Bglll yEGFP fragment
together with aBglll-Smal synthetic Candida BAX fragment into thePstl-Sul digested
expression vector pPGAL1ACT1LUC. The pGAL1P.yEGFRH&yCaBAX fusion construct (Fig.

3B) that was obtained was sequence verified.

SynthCaBAX 4

yEGFP-synth Candida BAX _CaGAL1P
S %

CaGAL1 P

pGAL1P:synthCaBAX ORI

\/ ORI
pGAL1P:yEGFP-synthCaBAX
|

CaURA3 5893 bp i 6609 bp |
N / CaURA3 /
\ / :
\\\ N
S / \\\\y Y
A A Y B AMP

Figure 3. Representation of the expression constructs ®isymtheticCaBAX gene (A) and
the yEGFP-syntiCaBAX fusion (B).

Creation of the synthetic BAX expression strains

C. albicans was transformed with the expression plasmids usingnodified version
(M. Logghe, unpublished) of the spheroplasting ot (Herrerost al., 1992). The plasmids
were linearized withBpul102l to allow directed integration into the genomatethe GAL1
promoter site. Correct integration was confirmed Sguthern blotting. Genomic DNA was
prepared from different transformants using the Idd extraction and purification kit
(Amersham Pharmacia Biotech, Rainham, UK), and ttigasted withXbal. The BAX probe
was prepared by PCR using pGAL1P:synthCaBAX as katep the sense primer 5'-
ATGGATGGTTCTGGTGAAC-3 and the anti-sense primer -5
TTAACCCATTTTTTTCCAGATG-3'. Standard PCR conditiongere used. For detection of
YEGFP, a probe was synthesized by PCR using sense pBirdgeAGATCTCGAGGGATCC-
3’ and anti-sense primer 5'-GCATTATTTGTACAATTCATCE: Southern blot hybridization
and detection were performed using the AlkPhos [RHabelling and detection system

(Amersham Pharmacia Biotech, Rainham, UK) followting instructions of the manufacturer.

Western blot analysis
Cells cultured overnight in SD-ura medium to laig phase were harvested by centrifugation,

washed twice with water and resuspended in SGaiiaduce Bax expression. After 15 h of
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induction, crude cell extracts were prepared asrdesd (Sambrook, 1989). Bax protein was
detected using a polyclonal rabbit antibody agaimstise and rat Bax protein (Pharmingen, San
Diego, CA). Due to contamination of this antibodjthwantibodies against yeast cell wall
mannan, a very high background signal was obtaifkis. background was effectively reduced
by pre-adsorbing the antibody with 0.5 mg/ml pedfiyeast mannan (Rossanesal., 1999).
Gfp protein was detected with a mouse monoclondtGip antibody (Molecular Probes,
Eugene, OR). For the time kinetic experiment, cellse grown and induced as described.
Samples of the cultures were taken at several fioiets (0, 1, 3, 6, 9, 12 and 24 h) after
resuspension in SG-ura medium. Crude extracts preqgared as described above, and samples
of 30 pg protein were analyzed by Western Blot. Bax protein was detected using a
polyclonal rabbit anti-Bax antibody (Abcam, Camlged UK). The Gfp-Bax fusion protein was

detected with a mouse monoclonal anti-Gfp antibddiglecular Probes, Eugene, OR).

Growth curves

Yeast cells were grown for 24 h in SD-ura mediumpfdemented with uridine for the wild
type). Cells were harvested, washed twice with maitel resuspended to an g§of 0.0125 in
400 pl of fresh SD-ura or SG-ura medium. Growtls weonitored in Honey-Well plates using

the Bioscreen C system (Labsystems, Helsinki, Ruofjla

Viability tests

Cells were pre-grown in minimal dextrose mediumato OQy, of 1.0. The cells were then
washed twice with water and switched to minimal med containing galactose as carbon
source. At the time points indicated, equal amowoiitsells (based on measurement of (gD
were spread on minimal dextrose plates and incdkt80°C for counting of viable cells.

Localization studies

The intracellular localization of Gfp-Bax was intigated in a double-staining experiment using
MitoTracker Red CM-EXROS (Molecular Probes, Eugene, OR) for mitochaadstaining,
and Hoechst 33258 (Molecular Probes, Eugene, OR) rioclear staining. Gfp-Bax
transformants were grown overnight in SD-ura, wedstvdéce with water, resuspended in SG-
ura to induce expression of the fusion protein, amuibated for 17 hours. After induction,
2x10 cells were washed with 1 mM potassium phosphatieibpH 7.4 (PPB) and incubated
with 150 nM MitoTracker Red in 1 mM PPB for 10 n@h37°C. Cells were washed with 1 mM
PPB and incubated for 5 min with Hoechst 33258 imi¥ PPB. Microscope slides were

prepared and examined usiigprescence microscopy.
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Results

Conditional expression of the synthetic BAX genein Candida albicans

A cDNA encoding the full-length mouse Bax proteirasvplaced under control of the
C. albicans GAL1 promoter, allowing conditional expression whenlcare grown in media
containing galactose. Initial experiments were @aned using the wild type mouB&X gene.
Expression of this gene did not result in any detde phenotype; no difference in growth
compared to the wild type was observed when cedisevgrown in media containing galactose
(data not shown). This could have been due to iffiereht codon usage b§. albicans and
related species (Santetsal., 1990; Ohamat al., 1993; Santost al., 1993). These species use a
tRNA with a CAG anticodon to decode CUG as senmgereas most organisms use CAG to
decode CUG as leucine. The moB#geX gene contains 9 in frame CUG codons, making ittmos
unlikely that a functional Bax protein could be eegsed irC. albicans. Further analysis of the
codons used in the moudBAX gene revealed non-optimal codon usage @andida

(http://alces.med.umn.edu/candida/codons htnfo ensure a high level of expression of the

BAX gene, a codon-adapted synthetic version of the g&rs created by a PCR-based strategy
using the primers in Table 1. The synth&&X gene was fused to the @EP to allow FACS
screening for transformants expressing high leweld=Gfp-synthCaBax.

The resultant plasmids, pGAL1P:synthCaBAX and pGAHRAP-synthCaBAX, were
transformed into theC. albicans CAI-4 strain. Transformants were selected on nddree
minimal medium. About 25 transformants of each egpion construct were plated on minimal
dextrose medium (non-inducing conditions) and omimal galactose medium (inducing
conditions), and incubated at 30°C for two days, tAdnsformants grew on the medium
containing dextrose, but most of them failed tongmwhen galactose was used as a sole carbon
source (Fig. 4A). Southern blot analysis of trensformants revealed that, in transformants
that were unable to grow on galactose as carborcspa copy of the syn@aBAX gene had
been integrated into the endogenous copy of3Ake1l promoter. The transformants that were
able to grow on galactose as carbon source ditlanad the correct integration (data not shown).
To study differences in growth, the transformangengrown overnight in medium containing
synthetic dextrose, washed with water, and trarexdfieto fresh medium containing galactose as
carbon source. The wild type strain grew well ondme containing galactose, but the

transformants expressing Bax did not (Fig. 4B ahd C
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Figure 4. (A) Growth of theCandida albicans transformants: individual transformants of
pGAL1P:synthCaBAX and pGAL1P:GFP-synthCaBAX wereatptl onto medium
containing either 2 % dextrose or 2% galactose cdes sarbon source. Growth was
evaluated 4 days later. (B) Growth kinetics of GRLdynthCaBAX and (C)
GAL1P:GFP-synthCaBAX on minimal medium containgigjactose.

Western blot analysis of the synthCaBAX transfortaashowed accumulation of the Bax
protein (15 h Bax induction, Fig. 5A). A very faiband of approximately the same molecular
weight is visible in the wild type strailC(albicans CAl-4). This band could be a yeast cell wall
mannan. Detected as a result of the contaminatiotheo anti-Bax antibody with antibodies
against yeast cell wall mannan (as mentioned ireN&s and Methods). When immunoblotting
was performed with the strains expressing Gfp-Baxfusion protein with the expected
molecular mass of 48 kDa was detected under indumnditions (galactose as carbon source).
In addition to the fusion protein, a protein barfdabout 27 kDa was also detected, which
corresponds to the molecular mass of the Gfp pratieine. Addition of a Gfp-expressing strain
as a positive control to the Western blot confirrttegke results; the Gfp protein was detected at
the same molecular mass as the unexpected barftk istriains expressing Gfp-synthCaBax
(Fig. 5B). This is most probably due to proteolytleavage of the fusion protein. Analysis of
Gfp-fluorescence using FACS showed a high signahéntransformants expressing the fusion

protein (data not shown).
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WT 1 o Figure 5. (A) Immunoblot analysis, using anti-Bax
W ” antibody, of two independent transformants (1 ahdof2

Sl = ’ * GAL1P:synthCaBAX after 15 h Bax induction in minima
. N o medium containing galactose. The arrow at 21 kDlEcates
$ C}Q'QQ &R the position of the Bax protein. WT. albicans CAIl-4. (B)

Immunoblot analysis, using anti-Gfp antibody, ofeth

48KDa—> - GAL1P:GFP-synthCaBAX strain (Gfp-Bax) on minimal
‘ medium containing galactose. The band appearid§ &Da

27 kDa —> - - represents the Gfp-Bax fusion protein, whereasbtied at

27 kDa represents the Gfp protein alone. T albicans

CAI-4. Gfp : Gfp-expressing strain.

When cell viability was analyzed, different resudtsre obtained for the synthCaBAX strain and
the GFP-synthCaBAX strain (Fig. 6). In the strakpressing the Gfp-synthCaBax fusion
protein, almost all the cells died during the fiBshours of incubation in medium containing
galactose as sole carbon source. This contradtstingtstrain expressing synthCaBax, in which
quite a rapid decrease in the number of colony iimgmnits occurred during the first 6 hours of

incubation on medium containing galactose, afteiclwithe rate of death slowed down
significantly.

Figure 6. Viability test for synthCaBA:
and GFPsynthCaBAX transformed cel

X 10

z 183*\" = —— | Cells were pregrown in minimal dextros

§> Z§ \\ SN ——Gphax [ medium and then switched to fr

E - J\ minimal medium containing galactose.

_§ %g \>. the indicatedime points, equal amounts

3 00 S i B & 46 5 4 0 A% o6 ?2.4 cells were spread on minimal dextr
time [h] plates. The colonies that appe:

represent the viable fraction of cells of
total pool.

The Bax trigger in the cells expressing synthCaBay not have been strong enough to kill all
the cells, or else accumulation of Bax to a requifeeshold value was slow enough to allow
the cells to activate some type of defence mechmmsssibly based on proteolytic degradation
of the Bax protein. Notably, the situation was eliént for the fusion protein. Gfp itself is a very
stable protein (data not shown), and it might iaseethe stability of a protein to which it is
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fused, in this case Bax. That would translate et@apid accumulation of Bax (fused to Gfp)
and a stronger death trigger; the cells die fastegn before their defence mechanism could be

activated.

Stability of the Bax and Gfp-Bax proteins

To evaluate the hypothesis that Gfp stabilizes iBake Gfp-Bax fusion protein, Western blots
were made with crude extracts of cells expressifpBax or Bax at several time points after
induction of expression. Both proteins were exmdssithin 1 h of induction. In the case of
Bax, protein accumulation was maximal after 6 hoafter which it decreased spectacularly,
and became almost undetectable after 24 h (Fig. THese results concur with the results of the
viability test (Fig. 6), where the rapid decreaseell viability during the first 6 h of induction
was followed by a much less pronounced decreaaéinig to survival of approximately 50% of
the cells after 24 h of induction. It appears that cells defend themselves against Bax-induced
cell death by the proteolytic degradation of BakisTcontrasts with the expression of the Gfp-
Bax fusion protein, which accumulated over timeeiafter 24 h of induction, little proteolytic
degradation was observed. The very stable Gfp ipratabilizes Bax, and leads to a stronger

death trigger that results in survival of only avfpercent of the cells after 24 h of induction
(Fig. 6).

C 01 3 6 9 12 24

B B « 45 kD2

Figure 7. Immunoblot analysis to check the expression legEBax

(A) and Gfp-Bax (B). Cells were grown in dextrosedium and then
transferred to galactose medium to start inductiGells were
induced for of 24 h and samples were taken at aktiere points. C:
control.

Gfp-Bax localizes to the mitochondria

The intracellular location of the Gfp-Bax fusionopin was examined in a double-staining
localization experiment. The mitochondria werergd with MitoTracker Red, and the nucleus
with Hoechst 33258, and localization was visualizgth fluorescence microscopy. In cells
expressing Gfp, this protein is diffusely distribdt throughout the entire cell, and the
mitochondria show a typical distribution patterrenthe whole cell as well (Fig. 8A). In cells
expressing Gfp-Bax, however (Fig. 8B and C), th&idin protein is located in a single cluster,

and the mitochondria are also clustered insteadligfersed. About 85% of the Gfp-Bax

Kris De Smet Doctoraatsthesis 82



Resultaten

expressing cells that were stained, showed thisamindrial relocalization. When the pictures
are merged, it becomes clear that the Gfp-Bax fupimtein coincides with the mitochondria,
which aggregate next to the nucleus. This indictitasinC. albicans Gfp-Bax localizes to the

mitochondria, which translocate to a single clustehe perinuclear region.

Figure 8. (A) Gfp and mitochondrial localization in cells
expressing Gfp. 1: Gfp localization, 2: nucleairstay, 3:
mitochondrial staining, 4: phase contrast imageartB C)
Perinuclear clustering of the mitochondria upon -8§x
expression. 1: mitochondrial staining; 2: Gfp-Bax
localization; 3: nuclear staining; 4: phase cortiamge;

5: overlay of 1 and 2; 6: overlay of 1, 2 and 3.
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Discussion

A number of groups have demonstrated that Bax ieslwell death in several yeast species:
Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe and the methylotrophic yeaBichia
pastoris (Satoet al., 1994; Jurgensmeiet al., 1997; Madeat al., 1997; Martinett al., 1999).

In this study, we investigated for the first tintes teffect of Bax expression in the pathogenic
yeastC. albicans. Identification of genes involved in Bax-inducedllcdeath inC. albicans
could eventually lead to the development of nevifamgal therapeutics.

When expressing heterologous proteinCinalbicans it is important to compare the codons
used in the gene of interest with the codon usé@andida spp., which differs in some aspects
from regular codon usage. The most important paxtyiis the use of a tRNA with a CAG
anticodon to decode CUG as serine, rather thannewts in most organisms. Consequently,
expression of the mou&AX gene, which contains 9 CTG codons, is highly w@hiko produce

a functional Bax protein i€C. albicans. Other codons in the mou&AX also seemed to be
suboptimal for producing a functional protein. Tdéfere, a fully synthetic gene was
constructed, and its expression yielded a functi@ax protein. This synthetic gene was also
fused to yESFP, and the expressed fusion protein also possesard@ivity. Transformants
were unable to grow on medium with galactose ae sarbon source, indicating that the
expression of Bax and Gfp-Bax inhibits growth. Véestblot and FACS analyses showed
accumulation of Bax and Gfp-Bax in the transforrsatWestern blot analysis of the strain
expressing Gfp-Bax revealed two bands: an expdmed of the fusion protein at 48 kDa and
an additional band at 27 kDa of Gfp alone, indi@agpartial proteolytic cleavage of the fusion
protein at or near the junction between the twdgins. This phenomenon was also observed
with other Gfp fusion constructs containing the ed&glll linker (unpublished results).

Bax expression not only inhibited growth Gf albicans, but also induced its death. Bax
induced cell death drastically increased when Baxg fused to Gfp. We have noticed that Gfp
is a very stable protein, and its stability miglivé stabilized the Gfp-Bax fusion protein and
led to its accumulation in the cells. However, Béone was degraded rapidly. This may explain
the difference in cytotoxicity between Gfp-Bax dfdx, the latter of which might have been
unable to reach a necessary threshold in all the tieis also conceivable that by the time Bax
reached a level sufficient to trigger cell deathe tcells had already activated a defence
mechanism, possibly proteolytic degradation of Bagreby limiting cell death. In contrast, the
very stable nature of the fusion protein allows Based to Gfp) to rapidly reach the threshold
to trigger cell death in almost all the cells beftiiey had time to activate a defence mechanism;
this results in a dramatic induction of a cell tigatogram.

It is well documented that upon induction of apgan mammalian cells, Bax localizes to the
mitochondria (Wolteret al., 1997). The same is true for yeast cells (Priaulal., 1999).

Removal of the C-terminal transmembrane domain gmied targeting of Bax to the
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mitochondria in yeast and abolished the cytotoKiect of Bax in yeast cells (Zhsi al., 1996).
We demonstrate that i€. albicans a Gfp-Bax fusion protein localizes to the mitochowad
which translocate from a dispersed distributiorthia cell to a single cluster in the perinuclear
region. There are no previous reports on perinuctetchondrial clustering in yeast upon Bax
expression. However, several studies with mammal&is illustrate mitochondrial clustering,
for example upon treatment with cell death indusaich as TNé& (De Voset al., 1998; Esposti

et al., 1999; Maiansket al., 2003), TRAIL (Thomast al., 2000), ceramide (Maianskt al.,
2003) and Concanavalin A (Sueh al., 2000). Mitochondrial clustering also occurs upon
infection of HelLa cells with herpes simplex virddurataet al., 2000), and by overexpression
of some proteins, for example BID (a pro-apoptatiember of the Bcl-2 family) (L&t al.,
1998) and cRel (a transcription factor of the REWNB family) (Bernardet al., 2001).
Translocation of mitochondria to the perinucleagioa is an early feature of the cell death
response, and seems to be independent of the msth@recrosis or apoptosis). Even though
translocation of mitochondria requires intact migbules, the driving force is not the
microtubulesper se, but the loss of activity of the mitochondria-agated molecular motor
kinesin. Inhibition of mitochondrial translocatido a perinuclear region by destruction of the
microtubules or by immunoinhibition of kinesin, rkadly delayed cell death (De Ves al.,
1998; Murataet al., 2000; Thomast al., 2000). Thomas and colleagues (2000) suggestéd tha
perinuclear clustering facilitates cell death bya@entrating molecules that induce cell death
close to their targets in the nucleus. Berreiral. (2001), however, proposed that mitochondria
cluster because they are damaged by #i@ kthey overproduce. Damaged mitochondria would
subsequently be degraded by autophagocytosis. Bie thtat Gfp-Bax expressed @ albicans
localizes to the mitochondria, where it probablyszs mitochondrial damage and leads to their
translocation to a perinuclear region.Srcerevisiae, Bax expression leads to the formation of
ROS that oxidatively damage the mitochondria (Madkaal., 1999), but mitochondrial
clustering was not reported.

In this study we report for the first time the etfeof Bax expression on the pathogenic y€ast
albicans. Expression of Bax leads to inhibition of growthdacell death. A Gfp-Bax fusion
protein localizes to the mitochondria and induaesmdiocation of the mitochondria from a
disperse distribution in the cell to a single atush the perinuclear region. This is the firsteim
that mitochondrial clustering was observed to aquamy cell death in yeast. Further work is
needed to elucidate the molecular mechanism uridgrlthis cell death process and the
accompanying mitochondrial perinuclear aggregatidre identification of functions involved
in this cell death process might eventually leadthe development of new antifungal

therapeutics.
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2 Histatine 5-geinduceerde celdood in Candida albicans

2.1 Inleiding

Door de conditionele expressie van Bax hebben we een celdoodproces opgang kunnen brengen
in C. albicans. Een nadeel van dit celdoodproces is dat het op gang gebracht wordt door de
intracellulaire expressie van een heteroloog gen. Een meer fysiologisch relevant celdoodproces
werd gevonden in het gebruik van een peptide dat bij de mens in het speeksel voorkomt, waar
het onder meer instaat voor het voorkomen van infecties in de mondholte. Dit natuurlijk
voorkomend peptide is histatine 5.

Histatine 5 behoort tot een familie van kleine, kationische, histidine-rijke peptiden met een
moleculair gewicht van 3 tot 4 kDa die voorkomen in het speeksel van hogere primaten
(MacKay et al., 1984b). De histatine peptiden worden constitutief geproduceerd en gesecreteerd
door de onderkaakspeekselklier, sublinguale speekselklier en oorspeekselklier (vanderSpek et
al., 1989; Ahmad et al., 2004). Deze histidine-rijke peptiden werden voor het eerst beschreven
in de vroege jaren ' 70 as peptiden die de glycolytische activiteit van microorganismen zouden
verhogen (Holbrook & Molan, 1973). Later werd hun bactericidale (MacKay et al., 19844) en
fungicidale activiteit beschreven (Pollock et al., 1984). De histatines maken deel uit van het
aangeboren immuunsysteem en spelen een belangrijke rol in het behoud van de orae
gezondheid door het verhinderen van infecties in de mondholte. De histatine familie bestaat uit
verschillende leden (Castagnola et al., 2004), waarvan histatine 1, 3 and 5 de belangrijkste zijn.
Histatine 5 is een peptide van 24 aminozuren lang met 7 histidine residuen
(DSHAKRHHGY KRKFHEKHHSHRGY) (Oppenheim et al., 1988) en heeft als theoretisch
moleculair gewicht 3034,51 Da. Karakterisatie van de secundaire structuur toonde aan dat in
waterige oplossing histatine 5 een random coil structuur aanneemt en overgaat naar een
structuur met een a-helix in niet-waterige oplossingen (Raj et al., 1998). Van a de histatines
beschikt histatine 5 over de sterkste antimicrobiéle activiteit en het grootste deel van het
onderzoek naar histatines is gebeurd op histatine 5.

In het begin van het onderzoek naar dit peptide werd zuiver peptide geisoleerd uit speeksel
(Oppenheim et al., 1988; Xu et al., 1991), later kon het geproduceerd worden door heterologe
expressie in bacterién (Tsai et al., 1996), de laatste jaren is men echter overgegaan naar
chemische synthese (Helmerhorst et al.,, 1997). Deze recombinante en chemisch
gesynthetiseerde peptiden bleken dezelfde secundaire structuur en antimicrobiéle activiteit te
hebben als het natuurlijke histatine 5.

In dit onderzoek werd geopteerd om het peptide chemisch te synthetiseren. De synthese van
histatine 5 en de controle van het syntheseproduct werd uitgevoerd op de Vakgroep Biochemie

van Prof. Vandekerckhove.
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2.2 Materiaal en methoden

2.2.1 Stammen en media

Candida albicans CAI-4 (ura3::imm434/ura3::immd34) werd ons vriendelijk beschikbaar
gesteld door Dr. W. Fonzi (Georgetown University, Washington, DC) (Fonzi & Irwin, 1993). S
cerevisiae INV-Scl (MATa leu2-3,-112, trpl-289, ura3-52, his?1) werd aangekocht bij
Invitrogen (San Diego, CA). Synthetisch dextrose medium bevat 0.67% (w/v) yeast nitrogen
base zonder aminozuren, 2% (w/v) glucose en 0.079% (w/v) complete supplement mixture
(BIO 101 Inc., Carlshad, CA). YPD medium bevat 1% (w/v) yeast extract, 2% (w/v) pepton en
2% (w/v) glucose. Om platen te maken werd aan het medium 2% (w/v) agar toegevoegd. Om
groei te verzekeren van C. albians CAl-4, werd uridine aan het medium toegevoegd tot een

concentratie van 20 pg/ml.

2.2.2 Syntheseen zuivering van histatine 5

Histatine 5 (DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGY) werd gesynthetiseerd en opgezuiverd
door de Vakgroep Biochemie van Prof. Vandekerckhove (Faculteit Geneeskunde en
Gezondheidswetenschappen, Universiteit Gent). Synthese gebeurde zoals eerder beschreven
(Vancompernolle et al., 1992) met een model 431A peptide synthesizer (Applied Biosystems
Inc., Foster City, CA) op Wang resin (p-benzyloxybenzy! alcohol resin— Advanced Chemtech),
door gebruik te maken van de Fmoc-chemie procedure en volgens de instucties van de
producent. Het gesynthetiseerde peptide werd gezuiverd door middel van preparatieve HPLC
(TFA-acetonitril systeem), en de sequentie werd gecontroleerd aan de hand van MALDI-TOF
massaspectrometrie (reflex 111-Daltonik GmbH, Bremen, Germany) (Gevaert et al., 1998). Het
peptide werd gelyofiliseerd en bewaard bij -18°C.

2.2.3 Circulair Dichroisme

Circulair dichroisme spectra werden opgenomen bij kamertemperatuur in het verre UV-gebied
(184-260 nm) met een JASCO J-170 spectropolarimeter. Histatine 5 werd opgelost in een
concentratie van 100 pM in 10 mM Na-fosfaat buffer pH 7,4 of in 100% trifluoroethanol (TFE).
Voor ek staal werd het gemiddelde van 9 spectra genomen. De spectra werden gecorrigeerd
voor achtergrondwaarden.

2.24 Overlevingstesten

Overlevingstesten werden uitgevoerd zoals eerder beschreven (Rgj et al., 1990) met de nodige
aanpassingen aan het protocol. C. albicans of S. cerevisiae cellen werden geinoculeerd in SD
medium en gegroeid tot vroege exponentiéle fase bij 30°C en 250 tpm. Cellen werden tweemaal
gewassen met 10 mM Na-fosfaat buffer pH 7,4 en geresuspendeerd in dezelfde buffer met een
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celdensiteit van ongeveer 5x 10° cellen/ml. 150 pl van deze celsuspentie werd gemengd met
150 ul van een dubbele concentratie histatine 5 opgelost in 10 mM Na-fosfaat buffer pH 7,4. Dit
mengsel werd al schuddend geincubeerd bij 30°C (finale celdensiteit is 2.5 x 107 cellen/ml). Op
verschillende tijdsintervallen werden stalen genomen, verdund en uitgeplaat op YPD. Deze
platen werden gedurende 48 uur geincubeerd bij 30°C. Kolonies werden manuedl geteld en het
percentage overleving werd berekend (kolonies tijdpunt t,/kolonies tijdpunt to) x 100.
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2.3 Resultaten

2.3.1 Synthese en zuivering van histatine 5

Synthese van het histatine 5 peptide werd uitgeivdeor de mensen van het laboratorium van
Prof. Vandekerckhove (Vakgroep Biochemie, UniveitiGent). Het histatine 5 peptide is 24
aminozuren lang, bevat 7 histidine residuén (29,2 éa heeft als sequentie KMH
DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGY-OH. Het theoretisch moldair gewicht is 3034,51
Da. De synthese gebeurde zoals beschreven in deriashten methoden sectie van dit
hoofdstuk. Na zuivering werd de sequentie gecostrol door MALDI-TOF

massaspectrometrie. Het moleculair gewicht en deesdie bleken correct.

2.3.2 Circulair Dichroisme

Bij de start van dit project werd er door versahnltle groepen onderzoek gedaan naar de
structuur van histatine 5 en de rol van de structor zijn functie, aangezien men ervan uit
ging dat de structuur van het peptide belangrijk zign voor zijn werking. Histatine 5 bleek een
random coil structuur aan te nemen in waterig milieu en inrbfabb milieu eena-helicale
structuur.

Om na te gaan of ook de voor ons gesynthetiseeegtiden deze secundaire structuren
vertonen, die van belang kunnen zijn voor zijn viegkhebben we CD-spectra opgenomen van
dit peptide in waterig milieu (Na-fosfaat buffer) e hydrofoob milieu (TFE).

Figuur 1 toont enkele typische CD-spectra voor eamdom coil, a-helicale enf-sheet
structuur. Hierbij is vooral het gebied tussen 8@0en 235 nm belangrijk. Een peptide met een
a-helicale structuur vertoont een spectrum met tmé@ma, één minimum bij ongeveer 207
nm en één minimum bij ongeveer 222 nm. Indien legttide eer3-sheet structuur aanneemt
dan vertoont het CD-spectrum één minimum dat orgyegelegen is bij 215 nm. Een peptide

dat eerrandom coil structuur aanneemt, vertoont een zwak maximurariggveer 217 nm.
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Het synthetisch histatine 5 werd opgelost in Nddatsbuffer of TFE in een concentratie van
100 pM en de CD-spectra van deze oplossingen wesggenomen. De verkregen spectra
vertonen een mooie grafiek vanaf ongeveer 200 nenojflossingen bevatten waarschijnlijk
onzuiverheden die het beeld van het spectrum verstossen 184 en 200 nm.

Uit de metingen blijkt dat het peptide in waterigieu (buffer) een spectrum vertoont met een
zeer zwak maximum rond 220 nm, wat erop duidt @atslinthetisch histatine 5 voornamelijk

eenrandom coil structuur aanneemt in 10 mM Na-fosfaat buffer (Big

Hst 5; Pi

c

HT

184 200 240 260

220
Wavelength{nm]

Figuur 2: CD-spectrum van 100 pM synthetisch histatine 5
opgelost in 10 mM Na-fosfaat buffer.

Indien het synthetisch histatine 5 opgelost is fETdan vertoont het spectrum twee minima,
€én rond 208 nm en één rond 222 nm (Fig.2). Dhetstypisch spectrum van een peptide met

eena-helicale structuur.
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Figuur 3: CD-spectrum van 100 uM synthetisch histatine 5
opgelost in 100% TFE.
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2.3.3 Overlevingstesten

We hebben nu een synthetisch peptide in handenvamate sequentie en de secundaire
structuur overeenkomen met deze van het natuwmdigkkomend histatine 5. De volgende stap
is nagaan of dit synthetisch peptide een candidéeiakctiviteit vertoont die vergelijkbaar is met
het natuurlijke histatine 5. Om dit te bereiken dveerst een protocol uitgewerkt dat voor ons
goed werkbaar is en waarmee relatief veel celléramegeld kunnen worden.

De C. albicans CAI-4 stam werd gedurende enkele uren geincubeset verschillende
concentraties van het synthetisch histatine 5 vadeet protocol vermeld in de materiaal in
methoden sectie van dit hoofdstuk. Het synthetistchitine 5 blijkt een sterke candidacidale
activiteit te vertonen die concentratie afhankeigk(Fig. 4). Na 90 minuten incubatie met 25
KM histatine 5 is er een overleving van 55,5%. désconcentratie verhoogd wordt tot 50 pM
dan overleven gedurende dezelfde tijdsspanne 29%2% de cellen. Incubatie in de
aanwezigheid 200 pM histatine 5 gedurende 90 minketeert een overleving op van slechts 5,1
%. Deze activiteit is vergelijkbaar met deze vennml verschillende publicaties. Indien de
cellen geincubeerd worden in dezelfde omstandighedgar in afwezigheid van peptide dan

treedt er geen celdood op (data niet getoond).

110+ — — — — — — — —— —— ]
100 —— —— —— —— —| ——25uMHst5

90 _ —
so i~ — — — —— — —O—50uMHst5 |— |

| —&—200 pM Hst 5

% overleving

Incubatietijd (uur)

Figuur 4: Candidacidale activiteit van verschillende concaigs van
het synthetisch histatine 5 teg€nalbicans CAl-4. De resultaten zijn een

gemiddelde met standaard deviatie van 3 onafhgkéelikperimenten.

De niet-pathogene gisb cerevisae wordt dikwijls gebruikt als modelorganisme in het
onderzoek naa€. albicans vanwege zijn verwantschap me@t albicans en vanwege de vele
moleculaire en genetischeols voorhanden voor het onderzoek n&acerevisiae.

Om na te gaan of bakkergist dezelfde gevoeligh@doent voor histatine 5, werd d&
cerevisae INV-Scl stam geincubeerd met 200 pM histatine Sverd de gevoeligheid voor

histatine 5 vergeleken met deze varalbicans (Fig. 5). Uit de resultaten blijkt d& cerevisiae
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veel resistenter is voor histatine 5 vergeleken @emdida. Na 90 minuten incubatie met
peptide overleven 69,4% van 8ecerevisiae cellen. Dit in tegenstelling mét. albicans waar

onder dezelfde omstandigheden slechts 5,1% vapltim overleven.

—o— S. cerevisiae
—A— C. albicans

% overleving
n
o

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Incubatietijd (uur)

Figuur 5: Fungicidale activiteit van 200 uM histatine 5 teg8
cerevisiae INV-Scl en C. albicans CAI-4. De resultaten zijn een

gemiddelde met standaard deviatie van 3 onafhgké&edkperimenten.
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2.4 Beduit

In dit hoofdstuk beschrijven we de synthese en Ktarsatie van het antifungale peptide
histatine 5. Aan de hand van CD-spectra hebberawgedoond dat het gesynthetiseerde peptide
dezelfde secundaire structuur bezit als het nagkeipeptide:random coil in waterig milieu en
a-helicaal in hydrofoob milieu. Verder werd een pal opgesteld om i€. albicans en S
cerevisiae een celdoodproces te initiéren, door incubatiedaicellen met histatine Eandida
blijkt zeer gevoelig te zijn voor dit peptide enzdegevoeligheid is concentratieafhankelijk.
Vergeleken metCandida is Saccharomyces veel resistenter voor histatine 5. Dit verschil i
gevoeligheid voor histatine 5 werd reeds eerderclyesen (Edgertoret al., 1998) een
verklaring werd er echter niet gegeven. Een mdgeliyerklaring voor dit verschil in
gevoeligheid zal in het volgende hoofdstuk gegeverden.

Alhoewel we reeds een bruikbaar celdood initiéreysteem opgezet hadden @ albicans
door de intracellulaire expressie van Bax, hebloeh verder gezocht naar een ander systeem.
Dit hebben we gevonden door de extracellulaire batie van de cellen met het peptide,
histatine 5. Twee belangrijke voordelen zijn aannikuwe systeem verbonden. 1) Het is een
natuurlijk voorkomend celdoodproces. Histatine Smkovoor in het speeksel bij hogere
primaten waar het ondermeer instaat voor het vedengn van bacteriéle en fungale infecties in
de mondholte. De conditionele heterologe expregaie Bax inCandida, daarentegen, zorgt
voor een artificieel celdoodproces, aangezien Bak voorkomt in gistcellen. 2) Histatine 5
wordt extracellulair aan de cellen toegevoegd. gieft als voordeel dat de binding van het
peptide aan de cel (al dan niet aan een receptdeynalisatie van het peptide en eventuele

signalisatie naar latere evenementen in het cefttoods ook onderzocht kunnen worden.

Kris De Smet Doctoraatsthesis 96



Resultaten

2.5 Referenties

Ahmad M., Piludu M., Oppenheim F. G., HelmerhorsfE Hand A. R. (2004) Immunocytochemical localaa of
histatins in human salivary glandsHistochem Cytochem 52: 361-370.

Castagnola M., Inzitari R., Rossetti D. V., Olmi, Cabras T., Piras V., Nicolussi P., Sanna M. Elle@rini M.,
Giardina B., Messana |. (2004) A cascade of 24atirgt (histatin 3 fragments) in human saliva.
Suggestions for a pre-secretory sequential cleapatievay.J Biol Chem 279: 41436-41443.

Edgerton M., Koshlukova S. E., Lo T. E., Chrzan®, Straubinger R. M., Raj P. A. (1998) Candidakcatdivity of
salivary histatins. Identification of a histatinbitding protein on Candida albicank.Biol Chem 273:
20438-20447.

Fonzi W. A., Irwin M. Y. (1993) Isogenic strain cstruction and gene mapping in Candida albic&esetics 134:
717-728.

Gevaert K., De Mol H., Puype M., Houthaeye T., Deegk S., Vandekerckhove J. (1998) Sample preparatio
procedures for ultrasensitive protein identificatiby PSD-MALDI-TOF mass spectrometry.Protein
Chem 17: 560.

Helmerhorst E. J., Van't Hof W., Veerman E. C., &ms-Smit |., Nieuw Amerongen A. V. (1997) Synthdtistatin
analogues with broad-spectrum antimicrobial agtiBiochemJ 326: 39-45.

Holbrook I. B., Molan P. C. (1973) A further studf the factors enhancing glycolysis in human salh Oral
Biol 18: 1275-1282.

MacKay B. J., Denepitiya L., lacono V. J., Krost B, Pollock J. J. (1984b) Growth-inhibitory andctaicidal
effects of human parotid salivary histidine-richlypeptides on Streptococcus mutahsfect Immun 44:
695-701.

MacKay B. J., Pollock J. J., lacono V. J., BaundB(1984a) Isolation of milligram quantities of @ogp of histidine-
rich polypeptides from human parotid salilafect Immun 44: 688-694.

Oppenheim F. G., Xu T., McMillian F. M., Levitz $4., Diamond R. D., Offner G. D., Troxler R. F. (198
Histatins, a novel family of histidine-rich proteiin human parotid secretion. Isolation, charazation,
primary structure, and fungistatic effects on CdadilbicansJ Biol Chem 263: 7472-7477.

Pollock J. J., Denepitiya L., MacKay B. J., lacoriod. (1984) Fungistatic and fungicidal activity lmiman parotid
salivary histidine- rich polypeptides on Candidai@dns.Infect Immun 44: 702-707.

Raj P. A., Edgerton M., Levine M. J. (1990) Salidistatin 5: dependence of sequence, chain lergtth,helical
conformation for candidacidal activity.Biol Chem 265: 3898-3905.

Raj P. A., Marcus E., Sukumaran D. K. (1998) Striretof human salivary histatin 5 in aqueous andagorous
solutions.Biopolymers 45: 51-67.

Tsai H., Raj P. A, Bobek L. A. (1996) Candidacidativity of recombinant human salivary histatimd variants.
Infect Immun 64: 5000-5007.

Vancompernolle K., Goethals M., Huet C., Louvard Wandekerckhove J. (1992) G- to F-actin modulatigna
single amino acid substitution in the actin bindgitg of actobindin and thymosin beteEfnbo J 11: 4739-
4746.

vanderSpek J. C., Wyandt H. E., Skare J. C., MRyrfs, Oppenheim F. G., Troxler R. F. (1989) Lozation of the
genes for histatins to human chromosome 4q13 asddidistribution of the mMRNA&mM J Hum Genet 45:
381-387.

Xu T., Levitz S. M., Diamond R. D., Oppenheim F. 3991) Anticandidal activity of major human saliya
histatins.Infect Immun 59: 2549-2554.

Kris De Smet Doctoraatsthesis 97



Resultaten

3 Rol van oxidatieve fosforylatie in het histatine 5-

geinduceerde celdoodproces in Saccharomyces cerevisiae

In het vorige hoofdstuk van deze resultatensectie hebben we aangetoond dat we een efficiénte
afdoding verkrijgen van C. albicans cellen wanneer deze in contact gebracht worden met
histatine 5. Daarnaast bleek dat S. cerevisiae veel resistenter is voor histatine 5-geinduceerde
celdood. Ook in de literatuur werd reeds melding gemaakt van de hogere resistentic van S.
cerevisiae voor histatine 5-geinduceerde celdood (Edgerton et al. 1998). In dit hoofdstuk pogen
we te verklaren hoe dit verschil in gevoeligheid van deze twee gisten voor histatine 5 te
verklaren is.

Ondanks de grote gelijkenissen tussen C. albicans en S. cerevisiae en het feit dat bakkersgist in
veel onderzoeksprojecten gebruikt wordt als modelorganisme voor het onderzoek naar C.
albicans, is er een groot verschil tussen beide gisten. S. cerevisiae is een Crabtree-positieve
gist; wanneer bakkersgist gegroeid wordt op een fermenteerbare koolstofbron onder aerobe
condities, dan worden de suikers voornamelijk gefermenteerd tot ethanol. C. albicans,
daarentegen, is een Crabtree-negatieve gist; indien C. albicans gegroeid wordt onder aerobe
condities zullen de cellen respiratief groeien, zelfs indien de koostofbron fermenteerbaar is.
Voor C. albicans werd reeds beschreven dat oxidatieve fosforylatie noodzakelijk is om histatine
5-geinduceerde celdood te ondergaan (Helmerhorst ef al. 1999). Is dit ook het geval voor andere
gisten? Bijvoorbeeld S. cerevisiae? Kan het verschil in gevoeligheid te wijten zijn aan en
verschil in activiteit van de mitochondrién? Op deze vragen geven we in dit hoofdstuk een
antwoord. De resultaten van dit onderzoek werden gepubliceerd in Biotechnology Letters.

De gevoeligheid van S. cerevisiae voor histatine 5 werd bepaald na een voorgroei van de cellen
in fermenteerbare en niet-fermenteerbare koolstofbronnen en in de aan- of afwezigheid van
carbonyl cyanide m-chlorofenylhydrazon (CCCP), een ontkoppelaar van de oxidatieve
fosforylatie. S. cerevisiae bleek resistenter voor histatine 5 indien de cellen gegroeid werden in
een fermenteerbare koostofbron dan wanneer groei gebeurde in een niet-fermenteerbare
koolstotbron. Dit wijst op een belangrijke rol voor de oxidatieve fosforylatie in het histatine 5-
geinduceerde celdoodproces. Oxidatieve fosforylatie is noodzakelijk voor histatine 5-
geinduceerde celdood in Candida albicans, dit bleek echter niet het geval te zijn voor S.
cerevisiae. Incubatie van CCCP-behandelde S. cerevisiae cellen met histatine 5 resulteerde nog
altijd in celdood. Deze resultaten suggereren dat histatine 5-geinduceerde celdood in S.

cerevisiae verschilt van histatine 5-geinduceerde celdood in C. albicans
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Abstract

The succeptibility of Saccharomyces cerevisiae to the antimicrobial peptide, histatin 5, was
tested after pre-growth in fermentable and non-fermentable carbon sources and in the absence or
presence of the uncoupler of oxidative phosphorylation, carbonyl cyanide m-
chlorophenylhydrazone (CCCP). S. cerevisiae was more resistant to histatin 5 when grown on a
fermentable carbon source compared to growth on a non-fermentable carbon source, indicating
an important role for oxidative phosphorylation in histatin 5-induced cell death. Oxidative
phosphorylation is a prerequisite for histatin 5-induced cell death in Candida albicans but this is
not the case in S. cerevisiae. Incubation of CCCP-treated S. cerevisiae cells with histatin 5 still
resulted in cell death. These results suggest that histatin 5-induced cell death in S. cerevisiae

differs from that in C. albicans.
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Introduction

Most higher organisms produce peptides with potent antifungal and antibacterial activity as part
of their innate immune system (Boman, 1998). In humans, histatins, a family of anti-microbial
peptides, are produced by the submandibular and parotid glands and secreted in the saliva
(Oppenheim et al., 1988). These peptides play an important role in maintaining oral health by
limiting infections in the oral cavity. Histatins are small, cationic, histidine-rich peptides of 3-4
kDa with potent anti-microbial activity (Pollock et al., 1984). The histatin family consists of 12
members, of which histatins 3 and 5 (32 and 24 amino acids, respectively) are the most
important. Histatin 5 has the strongest antimicrobial activity and most of the research on
histatins has focused on this peptide. It has potent antifungal activity against the pathogenic
fungi Candida albicans, Cryptococcus neoformans and Aspergillus fumigatus (Tsai & Bobek,
1997; Helmerhorst et al., 1999).

The mechanism of action of histatin 5 in C. albicans is a multistep process. Histatin 5 binds to a
cell envelope protein (Li ef al., 2003) and, after internalisation, it is targeted to the mitochondria
(Helmerhorst et al., 1999). Once internalized, histatin 5 induces the efflux of ATP and K ions
from the cell into the extracellular medium. The extracellular ATP is thought to interact with a
purinergic receptor, which in its activated form induces cell death (Koshlukova et al., 1999;
Koshlukova et al., 2000). The activity of histatin 5 on C. albicans requires coupled
mitochondria performing oxidative phosphorylation (Helmerhorst et al., 1999). C. albicans
mutants deficient in respiration due to mutations in mitochondrial DNA, so-called petite
mutants, are much more resistant to histatin 5-induced cell death (Gyurko et al., 2000).
Uncoupling of oxidative phosphorylation by carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone
(CCCP) or by azide results in protection against histatin 5-induced cell death (Koshlukova et
al., 1999). Thus, histatin 5 seems to target the respiratory apparatus. Increased levels of reactive
oxygen species are detected in C. albicans cells treated with histatin 5 (Helmerhorst et al.,
2001). However, these increased levels of reactive oxygen species do not seem to play a direct
role in fungicidal activity (Wunder et al., 2004).

Because histatin 5 is active against several pathogenic yeasts, we have determined whether
oxidative phosphorylation is important for histatin 5-induced cell death in other yeast species
besides C. albicans. In this study the non-pathogenic yeast, S. cerevisiae, was used.
S. cerevisiae is often used as a model organism for C. albicans because of the molecular and

genetic tools available and because of its close relationship with C. albicans.
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Materials and methods

Strains and media

Candida albicans CAl-4 (ura3::imm434/ura3::imm434) was kindly provided by Dr. W. Fonzi
(Georgetown University, Washington, DC) (Fonzi & Irwin, 1993). S. cerevisiae INV-Scl
(MATa leu2-3,-112, trpl-289, ura3-52, hisAl) was purchased from Invitrogen (San Diego,
CA). S. cerevisiae BY4742 (MATa ura3A, leu2, his3A, METIS, lys2A4) was purchased from
Euroscarf (Frankfurt, Germany). Synthetic dextrose medium contains 0.67% (w/v) yeast
nitrogen base without amino acids, 2% (w/v) glucose and 0.079% (w/v) complete supplement
mixture (BIO 101 Inc., Carlsbad, CA). Synthetic glycerol medium contains 0.67% (w/v) yeast
nitrogen base without amino acids, 3% (v/v) glycerol and 0.079% (w/v) complete supplement
mixture (BIO 101 Inc., Carlsbad, CA). YPD medium contains 1% (w/v) yeast extract, 2% (w/v)
peptone and 2% (w/v) glucose. To ensure growth of C. albians CAl-4, uridine was added to

20 pg/ml. CCCP was purchased from Sigma-Aldrich (Irvine, UK).

Synthesis and purification of peptide

Histatin 5 (DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGY) was synthesized as previously described
(Vancompernolle et al., 1992) with a model 431A peptide synthesizer (Applied Biosystems
Inc., Foster City, CA) on Wang resin (p-benzyloxybenzyl alcohol resin— Advanced Chemtech),
using the Fmoc chemistry procedure and following the manufacturer’s instructions. The peptide
was purified using preparative HPLC (TFA-acetonitrile system), and the sequence was verified

by MALDI-TOF-MS (reflex III-Daltonik GmbH, Bremen, Germany) (Gevaert et al., 1998).

Survival assay

Survival assays were performed as described previously (Raj ef al., 1990) with some
modifications. Briefly, C. albicans or S. cerevisiae cells were inoculated into synthetic dextrose
or synthetic glycerol medium and grown with vigorous shaking at 30 °C until early log phase.
Cells were washed twice with 10 mM sodium phosphate buffer pH 7.4, and resuspended in 10
mM sodium phosphate buffer pH 7.4 at a cell density of approxi 5 x 107 cells/ml. 150 pl of cell
suspension was mixed with 150 ul of a two-fold concentration of histatin 5 in 10 mM sodium
phosphate buffer pH 7.4, and incubated at 30 °C with shaking (2.5 x 107 cells/ml). At intervals
culture samples were diluted, plated on YPD agar and incubated for 48 h at 30 °C. Colonies
were counted using a colony counter (LemnaTec, Wiirselen, Germany). Control cultures were
incubated in the absence of histatin 5. The percent cell survival was calculated with the equation
(colonies time point t,/colonies time point ty) x 100. For assaying survival of cells treated with
CCCP, 5 x 107 cells/ml were incubated with 500 uM CCCP in 10 mM sodium phosphate buffer,
pH 7.4, for 2 h at 30 °C. Cells were then incubated in the presence of 200 uM histatin 5. As the
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CCCP stock solution was made with ethanol, final ethanol concentration in the cultures was
0.5% (v/v). Control cultures were first incubated for 2 h in 10 mM sodium phosphate buffer pH
7.4 with 0.5% ethanol (v/v), and then treated with 200 uM histatin 5. Experiments were done at

least in triplicate.
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Results and discussion

Saccharomyces cerevisiae is killed by histatin 5 but is less susceptible to it than C. albicans
(Edgerton et al., 1998). We tested the susceptibility of two S. cerevisiae strains (INV-Scl and
BY4742) for histatin 5-induced cell death (Fig. 1). Cells were grown in a fermentable carbon
source (glucose) and C. albicans CAl-4 was used as a control. Both strains of S. cerevisiae were
susceptible to histatin 5 but much less so than C. albicans. With 200 pM histatin 5, survival
after 1.5 h was about 5% for C. albicans and approximately 70% for both S. cerevisiae strains.
Survival curves were comparable when 200 pM histatin 5 was used for S. cerevisiae and 25 uM
histatin 5 for C. albicans. Thus, to achieve the same killing rate in both yeasts, the histatin 5
dose that was used with S. cerevisiae had to be eight-fold higher than that used with C. albicans.
Unlike Edgerton et al. (Edgerton et al., 1998), we could not observe a sub-population of
S. cerevisiae cells that were unresponsive to histatin 5. This could be due to differences in

experimental set-up or to the use of different S. cerevisiae strains.

120

Cell survival (%)

Incubation time (h)
Figure 1: Killing activity, after glucose pre-growth of cultures, of
histatin 5 to C. albicans with 25 uM (e), 50 uM (A) or 200 pM (m)
peptide and S. cerevisiae INV-Scl (0) and BY4742 (o) with 200 uM
peptide. 7.5 x 10° cells were treated with histatin 5. At intervals
culture samples were diluted, plated on YPD agar and incubated for
48 h at 30 °C. The data shown are means and standard deviations of

at least three experiments.

S. cerevisiae is often used as a model organism for C. albicans, because of the availability of
molecular and genetic tools, and because of its close relationship to C. albicans. However, there
is an important difference between the two yeasts. S. cerevisiae is a Crabtree-positive yeast;

when grown on a fermentable carbon source under aerobic conditions, the sugar is largely
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fermented to ethanol rather than respired. C. albicans, however, is a Crabtree-negative yeast;
when grown under aerobic conditions the cells respire, even when the carbon source is
fermentable. This difference can explain the observed difference in susceptibility to histatin 5.
For this peptide to exert its fungicidal action, active mitochondria must be present. Grown
aerobically on glucose, a fermentable carbon source, S. cerevisiae cells will largely perform
fermentation. Consequently, the mitochondria are not active and do not perform oxidative
phosphorylation, which results in lower susceptibility to histatin 5. By contrast, C. albicans cells
do perform oxidative phosphorylation on a fermentable carbon source under aerobic conditions,
which makes them more sensitive to histatin 5-induced cell death.

To verify this hypothesis we performed a survival assay after pre-growth on a non-fermentable
carbon source (glycerol). When grown on glycerol the cells have to perform oxidative
phosphorylation to generate energy. After glycerol pre-growth the sensitivity of S. cerevisiae
cells increased spectacularly (Fig. 2a). After 1 h incubation with 200 uM histatin 5, cell survival
was only 5% when pre-growth was on glycerol, compared to 70% when pre-growth was on
glucose. For C. albicans cells (Fig. 2b) there was also an increase in sensitivity, manifested in a
reduction in survival from 51% after glucose pre-growth to 21% after glycerol pre-growth (1 h
incubation with 50 pM histatin 5). This increase in susceptibility might have been due to the
limiting O, concentration in the cultures, which in the case of glucose cultures might have been
so low that respirative growth alone could not provide enough energy, and part of the energy
was derived from fermentation. In glycerol, however, no fermentation is possible, and all the
energy has to come from oxidative phosphorylation. Thus, the two growth conditions result in
different oxidative phosphorylation levels, which in turn lead to different sensitivities to histatin

5.

100 100

01 S. cerevisiae: glucose 90

80 1 . 80 +
[IS. cerevisiae: glycerol

Bl C. albicans: glucose

Bl C. albicans: glycerol

704

% cell survival
% cell survival

Incubation time (h) Incubation time (h)

Figure 2: Killing activity, after glucose or glycerol pre-growth of cultures, of histatin 5 to
S. cerevisiae BY4742 with 200 uM peptide (a) and C. albicans CAI-4 with 50 uM peptide (b). 7.5 x
10° cells were treated with histatin 5. At intervals culture samples were diluted, plated on YPD agar
and incubated for 48 h at 30 °C. The data shown are means and standard deviations of at least three

experiments.
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In C. albicans oxidative phosphorylation is a prerequisite for histatin 5-induced cell death
(Helmerhorst et al., 1999). However, 50% of the S. cereviae cells also die after a 3-h histatin 5
incubation when grown fermentatively (Fig. 2a). To confirm these results, a survival assay was
performed using cells treated with carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone (CCCP), a
potent uncoupler of oxidative phosphorylation. S. cerevisiae and C. albicans cells were first
incubated for 2 h with 500 uM CCCP and then treated with 200 uM histatin 5 (Fig. 3).
Uncoupling of oxidative phosphorylation prevented histatin 5-induced cell death in C. albicans,
as about 95% of the cells survived a 4-h incubation with the peptide. When CCCP was omitted
from the culture, approximately 15% survived a 4 h incubation with histatin 5. In contrast,
uncoupling of oxidative phosphorylation had no effect on the survival of S. cerevisiae cells after
incubation with histatin 5, indicating that it did not alter susceptibility to histatin 5-induced cell
death. Non-treated cells died as fast as treated cells (average cell survival was 25% and 30%,
respectively, after 4 h histatin 5 incubation). To check the toxicity of CCCP, an experiment was
performed in which histatin 5 was omitted. At the CCCP concentration used, no loss of cell

viability was observed (data not shown).

Figure 3: Killing activity of histatin 5 to
120 C. albicans CAI-4 and S. cerevisiae

BY4742 cells treated with CCCP. After

glucose pre-growth the cells were
incubated for 2 h in the presence (+) or
i absence (-) of 500 uM CCCP and were
40 caevsia then treated with 200 uM histatin 5. 7.5

301 M Os. ceevisia

20| [ C emcans o x 10° cells were treated with histatin 5.
B BC. a3

Cell survival (%)

At intervals culture samples were

diluted, plated on YPD agar and
incubated for 48 h at 30 °C. The data

Incubation time (h)

shown are means and standard

deviations of at least three experiments.

Conclusion: Previous studies indicate that S. cerevisiae is much more resistant to histatin 5
compared to C. albicans. In these studies cells were grown on a fermentable carbon source. Our
results reveal that, when grown on a non-fermentable carbon source, S. cerevisiae cells are
much more susceptible to histatin 5. Although oxidative phosphorylation is important for
histatin 5-induced cell death in S. cerevisiae, it is not a prerequisite. In C. albicans oxidative
phosphorylation is absolutely necessary for histatin 5-induced cell death. This difference points
to an additional mechanism for histatin 5-induced cell death in S. cerevisiae that is not present
in C. albicans. Therefore S. cerevisiae should not be used as a model organism for studying cell

death induced by histatin 5.
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4 ldentificatie van genen betrokken bij het histathe 5-

geinduceerde celdoodproces iGandida albicans

In hoofdstuk 2 hebben we aangetoond dat we eepa#filloces kunnen initiéren @ albicans
door de cellen te incuberen met histatine 5. Daordéntificatie van genen die betrokken zijn
bij het histatine 5-geinduceerde celdoodproces émnwe het werkingsmechanisme van
histatine 5 mogelijk verder ophelderen. Bovendienrien de genen die betrokken zijn bij dit
celdoodproces gebruikt worden als doelwit voor dewikkeling van nieuwe antifungale
stoffen. Met behulp van een overexpressiebiblidtrexe microarray analyse hebben we enkele
van deze genen kunnen identificeren. Zestig genertoanden een verandering in
expressieniveau met tenminste een factor 2, nabai® van de cellen met histatine 5.
Overexpressie analyse van een selectie van deea ¢@onde aan dat zij een invloed hebben op
het celdoodproces. Vier van deze genen zijn be&wokkij mitochondriale respiratie of
oxidatieve stresPOR1, CAT2 PGA3andTRXYJ), twee hebben een functie mutrient sensing
(GPR1andSNF32, één heeft een onbekende functfeF2973, en een ander is betrokken bij
stress DDR48.

De resultaten van dit werk zijn neergeschreven amumscriptvorm en dit manuscript vormt de

basis voor een artikel dat ingediend is ter pubkdaij het tijdschriftEukaryotic Cell
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Abstract

Histatin 5 is an antimicrobial peptide with poteaindidacidal activity present in the saliva of
humans. It forms part of the innate immune systadh @ays an important role in maintaining
oral health. Histatin 5 seems to target the respiyapparatus ofandida albicansresulting in
inhibition of respiration, formation of radical aygn species (ROS), and finally cell death.
Further, potassium channels and release of intdaelATP seem to play a role in histatin 5-
induced death o€. albicans Identification of functions involved in histati-induced cell
death can help to resolve the mechanism of actfohistatin 5. In order to develop novel
antifungal compounds, functions involved in thid death process can be used as targets. By
screening an overexpression library and profili@gps$cription, we identified functions involved
in histatin 5-induced cell death @. albicans Sixty genes differentially regulated at least two
fold were identified. Overexpression analysis ofmsoof these genes demonstrated their
influence on cell death. Four of them are relatethitochondrial respiration or oxidative stress
(POR1 CAT2 PGA3andTRXY, two are involved in nutrient sensingPR1andSNF323, one
has an unknown functiodRF2973, and one is involved in stress respori3BR49.
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Introduction

Most higher organisms produce peptides with patetiftungal and antibacterial activity as part
of their innate immune system. These peptide aitds differ widely in amino acid
composition, length and secondary structure. Howeteey all play essential roles in
nonspecific host defenses by preventing or limitinfections. Most peptides exert their
antifungal or antibacterial function by interactingith and destabilizing the microbial
membrane (Bals, 2000). All these peptides havenadcbrange of biological properties. Besides
their antimicrobial activity, they can influenceflammation, proliferation, wound healing,
release of cytokines, homeostasis, chemotaxis hadpteservation of the balance between
proteases and protease inhibitors (Boman, 1998;LO&ra & Walsh, 1999; Bals, 2000;
Selitrennikoff, 2001).

In humans, histatins, a family of antimicrobial tidps, are produced by the submandibular and
parotid glands and are secreted in the saliva (Qipmet al, 1986; Oppenheimat al, 1988).
They form part of the innate immune system and playimportant role in maintaining oral
health. Histatins are small, cationic, histidinghripeptides of 3-4 kDa. They adhere to and
inhibit the formation of hydroxyapatite (Richardsetal, 1993), enhance the glycolytic activity
of salivary flora (Holbrook & Molan, 1975), and lepotent antimicrobial activity (Polloaht

al., 1984).The histatin family consists of several memberswhich histatin 3 and histatin 5
(32 and 24 amino acids, respectively) are the mngsortant. Histatin 5, which has the strongest
antimicrobial activity, has received most of thieeation. It has potent antifungal activity against
the pathogenic fungCandida albicansCryptococcus neoformarend Aspergillus fumigatus
(Tsai & Bobek, 1997a; Tsai & Bobek, 1997b; Helmeshet al, 1999).

The mechanism of action of histatin 5Gnalbicanss being rapidly unraveled. Histatin 5 binds
to the cell envelope protein, Ssal/2 (Edgeredral, 1998; Edgertoret al, 2000; Liet al,
2003), and following internalization it is targetidthe mitochondria (Helmerhorst al, 1999).
Once internalized, histatin 5 induces the effluxAGiP and potassium ions from the cell. The
histatin 5-induced release of ATP occurs whiledblds are still metabolically active and before
cell lysis occurs. The extracellular ATP is thoughinteract with a purinergic receptor, which
upon activation induces cell death (Koshluketal, 1999; Koshlukovat al, 2000). Histatin 5
induces G1 cell cycle arrest and reduction in eelume (Baevet al, 2002). The effects of
histatin 5 onC. albicansrequire active mitochondria and respiring cellsf@ening oxidative
phosphorylation (Helmerhorgtt al, 1999). Petite cells of. albicans which are deficient in
respiration due to mutations in mitochondrial DN#&e much more resistant to histatin 5-
induced cell death (Gyurket al, 2000). Further, uncoupling or blocking of cellutaspiration
by carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone (CCGPhy azide protects against histatin 5-
induced cell death (Koshlukowat al, 1999; De Smeet al, 2004). Thus, histatin 5 seems to
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target the respiratory apparatus of the cell, imihidp respiration and causing formation of
oxygen radicals (ROS). Cell death ensues due wativn of biologically important molecules
and subsequent loss of cell integrity (Helmerhetsal, 2001).However, recent papers state
that ROS do not play a role in the candidacidaivagtof histatin 5 (Veermaret al, 2004;
Wunderet al, 2004); the formation of ROS may be secondaryhedffects of histatin 5 on
processes influencing cellular metabolism or iombostasis.

Furthermore, potassium channels seem to play drrdistatin 5-induced death &f. albicans
The K channel Tokl plays a modulating role in histatiim@uced cell death (Baegt al,
2003), but it does not seem to be the primaryddit@istatin 5 action. Further work showed that
decreased expression of Trkl resulted in resistanbéstatin 5-induced cell death. Trk1 seems
to be essential for ATP loss, and is critical foe tandidacidal activity of histatin 5 (Baewal,
2004).

The incidence of fungal infections is increasingitigularly in immunocompromised patients in
whom the infection can be life threatenii@andida albicansemains the most prevalent cause
of deep mycosis in humans. The number of effecthan-toxic antifungal compounds for
human use is limited and resistance against thé freggiently used antifungals (the azoles) is
increasing (Boschmaet al, 1998). There is an urgent need for new fungicadahpounds that
act on novel molecular targets.

The view that production of ROS is essential fatdtin 5-induced cell death (Helmerhoest
al., 2001), was recently questioned (Veerretal, 2004; Wundeet al, 2004). The formation
of ROS may be secondary to the effects of his&tm cellular metabolism or ion homeostasis.
Further, there is evidence that potassium chanplelg an important role in this cell death
process (Baeet al, 2003; Bae\et al, 2004). These recent papers emphasize that AEBse|
into the extracellular medium is critical for hita5-induced cell death, in contrast to the
papers that stress the important role of mitochan@telmerhorstet al, 1999; Gyurkoet al,
2000; Helmerhorset al, 2001; De Smeet al, 2004). By screening an overexpression library
and profiling transcription we sought to identifgrges involved in the histatin 5-induced cell
death process and to further clarify the molecutgchanisms involved in this cell death
process ofC. albicans Genes involved in this cell death process can led as targets for the
development of new antifungal drugs.
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Materials and methods

Strains and media

C. albicans CAI-4 (ura3::imm434/ura3::imm434)was kindly provided by Dr. W. Fonzi,
Georgetown University (Washington, DC) (Fonzi & inw1993).C. albicans GPRAndGPA2
deletion strains were described previously (Maiddnal, 2005). Synthetic medium (SC)
contains 0.67% (w/v) yeast nitrogen base withouinamacids, 0.079% (w/v) complete
supplement mixture minus uracil (BIO 101 Inc., Ghdd, CA) and a carbon source: 2% (w/v)
dextrose (SDC), 2% (w/v) galactose (SGC), 2% (vetwgrose (SSC), or 2% (w/v) mannose
(SMC). YPD medium contains 1% (w/v) yeast extrét¥% (w/v) peptone and 2% (w/v)
dextrose. LYM medium contains 2% (w/v) dextrose MREL640 amino acid solution, RPMI
1640 vitamins solution (both from Sigma-Aldrichyitre, UK), 5.4 mM KCI, 5.6 mM N#GQ,,
0.5 mM magnesium sulfate and 1.0 mM sodium citrfateh liter of medium is supplemented
with 0.4 mg ZnCJ, 2.0 mg FeGI6H,0, 0.1 mg CuS®5H,0, 0.1 mg MnSQH,O and 0.1 mg
NaB4O;-10HO. To ensure growth ofC. albians CAI-4, uridine was added to a final
concentration of 20 pg/mC. albicanscells were maintained on YPD agar at 4°C. To peepa

plates, media were solidified with 2% agar.

Synthesis and purification of peptide

Histatin 5 (DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGY) was synthesiz as previously described
(Vancompernolleet al, 1992) with a model 431A peptide synthesizer (AgupIBiosystems
Inc., Foster City, CA) on Wang resin (p-Benzyloxglg alcohol resin — Advanced Chemtech,
KY) using the Fmoc chemistry procedure and follgyvthe manufacturer’s instructions. The
peptide was purified using preparative HPLC (TFAtaaitrile system) and the sequence was
verified by MALDI-TOF-MS (reflex llI-Daltonik GmbH,Bremen, Germany) (Gevaest al,
1998).

Library screening

Construction of pPRM2MAL2P2000SM-blunted HinP1I fragment from pMAL2PNiST-1 (J.
Viaene, unpublished), containing the humBNp gene flanked by &fil and aNotl site, was
cloned into theSma-SpH opened and blunted vector pMAL2PmuBax (I. Ebedhar
unpublished), to produce pMAL2PSINT-ATG. This vecteas digested witkcoRI-Hindlll to
isolate the expression cassette (containing thIAL2 promotor, the HFN3 gene and the
cytochrome c terminator &. cerevisiaeand then blunted. This cassette was cloned heo t
BanHI opened and blunted pRM2CaMET15 vector (Viaesie al, 2000), to produce
pRM2CaMET15MAL2PSINT-1. In a blunt-blunt ligatioheg WH11 terminator of. albicans
from pCRW3 (Srikanthat al, 2001) was cloned into pPRM2CaMET15MAL2PSINT-1 behi
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the HFNP gene, to produce pPRM2MAL2PSINWH11. Correct inteigraiof the terminator into

the vector was verified by sequence analysis. KinalSfi-Not 2000 bp stuffer fragment was
cloned into theSfi-Not opened pRM2MAL2PSINWH11, replacing thdFh[( gene. The

resulting vector is pPRM2MAL2P2000SN (Fig. 1a).

WH11 3'
CYCcT

Sfi-Not 2000 bp fragment

ORI
CARS3 pACT1PUdARGs

ORI
CaURA3

a

CARS1/CARS2

Figure 1: Key plasmids used in this study. @) albicansreplicative vector for the directional cloning of
C. albicanscDNA behind the inducibleMAL2 promotor. (b)C. albicansintegrative vector for the

constitutive expression of histatin 5-responsiveege

Construction of cDNA library Fotal RNA was extracted fro. albicansCAI-4 grown in rich
medium (YPD) using RNA-Put¥ Reagent (GenHunter Corporation, Nashville, TN).NAR
was prepared from total RNA using the mRNA purifica kit of Amersham Pharmacia
Biotech (Rainham, UK). First strand cDNA was sysibhed with Superscript 1l Reverse
Transcriptase (Life Technologies, Paisley, UK) aridotl-Primer-Adaptor. After second strand
synthesis, cDNA was polished with Klenow enzyme podfied over a Sephacryl S-400 spin
column. PhosphorylateSfil adapters were ligated to the cDNA, followed bygedition with the
Notl endonuclease. Thé&fi-Notl cDNA was finally purified over a Sepharose S-4§fin
column. cDNA was ligated in tHefil-Notl opened pRM2MAL2P2000SN vector.

Histatin 5 treatment- The C. albicans cDNA library, cloned into the replicative
pRM2MAL2P2000SN vector and transformedQ@o albicansCAI-4, was inoculated in 50 ml
SDC medium and grown overnight to early-log phd$e cells were washed with sterilg®
divided in two, and each part was resuspended imb56f inducing medium (SSC or SMC).
Both cultures were induced for 4 h. Cells were vedstvith 10 mM sodium phosphate buffer
pH 7.4 and resuspended in this buffer at a celbiterof 5x10 cells/ml. 150 pl of this cell
suspension and 150 pl of a 200 pM histatin 5 werelined and incubated for 2 h at 30°C and
250 rpm, and then 2 ml of inducing medium (SSC MIC$ were added. Surviving cells were

left to recover overnight at 30°C, and were theociutated in 50 ml inducing medium and

Kris De Smet Doctoraatsthesis 115



Resultaten

grown to early-log phase. They were again treatid istatin 5 as previously, left to recover
overnight, and subjected to a third round of histattreatment. At time points 0 and 2 h of each
treatment, 3 samples of ~625 cells were plated@ &1d on SMC agar, and incubated for 48 h
at 30°C. Colonies were counted using a colony @ufitemnaTec, Wirselen, Germany). The
percentage of cell survival was calculated usirggefuation (colonies at time /t colonies at
time ) x 100. After the third round of histatin 5 treaim, all cells were plated on YPD and
incubated for 48 h at 30°C. Single colonies wepdica plated.

Individual survival assay Survival assays were performed as describedqusly (Rajet al,
1990), with some modifications. BrieflyC. albicanscells were inoculated into inducing
medium (SSC or SMC) and grown with vigorous shakah@0°C until early-log phase. Cells
were washed twice with 10 mM sodium phosphate byffé¢ 7.4 and resuspended in the same
buffer at a density of approximately 5X1d®lIs/ml. 150 pl of cell suspension and 150 p2@®

MM histatin 5 (in 10 mM sodium phosphate buffer, pH) were combined and incubated at
30°C with shaking. At time points 0 and 2 h, ceitgensions were diluted and plated on YPD
agar and incubated for 48 h at 30°C. Colonies wetmted and the percentage of cell survival
was calculated.

Identification of inserts To recover plasmid DNA from yeasglls were resuspended in 50 pl
of STES (0.5M NaCl, 0.2 M Tris-HCpH 7.6, 10 mM EDTA, 1% SDS). Glass beads were
added and the cells wevertexed vigorously. After addition of 20 pl of,@ and 60 pbf
phenol/chloroform, the mixture was vortexed fomiin and centrifugedt 14,000 g for 5 min.
The DNA was precipitated with ethanol. The isolaNA wasretransformed intdE. coli
MC1061, plasmid DNA was isolated using NucleoBor@ 0 columns of Macherey-Nagel

(Duren, Germany) and cDNA inserts were identifigdsbquencing.

Expression profiling using microarray technology

Histatin 5 treatment C. albicansCAI-4 cells were grown in SDC + uridine at 30°Ctlwi
vigorous shaking until early-log phase. Cells weeshed twice with 10 mM sodium phosphate
buffer pH 7.4 and resuspended in the same buffarcall density of 5x10cells/ml. Five ml of
this cell suspension were added to 5 ml of 50 péfakin 5 in 10 mM sodium phosphate buffer
pH 7.4. Another 5 ml of this cell suspension wettdead to 5 ml of sodium phosphate buffer pH
7.4 (control culture). Both suspensions were agyitébr 40 min at 30°C.

Total RNA extractionr After incubation, both cell suspensions (conand histatin 5-treated)
were harvested and washed with ice-coldHThe cells were combined with 1 ml of RNA-
Purd" Reagent (GenHunter Corporation, Nashville, TN) anglof glass beads with a diameter
of 0.5 mm, and broken by thorough mixing. One mlabfloroform was added and the
suspension was centrifuged at 20,000 g for 10 ti@. The RNA was precipitated for 10 min

on ice with an equal volume of isopropanol, petlett 20,000 g for 10 min at 4°C, and washed
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with 70% ice-cold ethanol. The RNA was resuspenided0 1l RNAse-free KD. The purity
and quality of the RNA was checked by spectrophetoynAxsd/Azgo and AesdA2zg) and by gel
electrophoresis.

Probe preparation— Total RNA (10 pug) was added to a mixture of lopwf T20VN and
oligo(dT) (18- to 21-mer) primer mix; 0.5 mM eacATP, dGTP, and dTTP; 20.5 uM dCTP;
37.5 uM Cy3- or Cy5-dCTP (NEN Life Sciences, Bosthtd); and 10 mM dithiothreitol in a
buffer containing 50 mM Tris-HCI (pH 8.3), 75 mM KCGnd 3 mM MgCJ. The reaction
mixture was denatured at 65°C for 5 minutes andbated at 42°C for 5 minutes, after which 1
pl of RNasin (Promega, Madison, WI) and 200 U op&mscript Il reverse transcriptase (Life
Technologies/Invitrogen, Carlsbad, CA) were addéek reaction proceeded at 42°C for 1 hour,
after which an additional 200 U of Superscript reeetranscriptase were added, and the
reaction mixture was incubated at 42°C for 1 h. Téwction was stopped with 5 mM EDTA
(pH 8.0) and 0.4 N NaOH and heating at 65°C fon0. Finally, acetic acid was added to a
final concentration of 0.37 M. Labeled cDNA probesre purified on Qia-quick columns
(Qiagen, Valencia, CA). Eluates were pooled, applie a Microcon-30 filter (Millipore,
Bedford, MA), and centrifuged at 18,000 g for 3 niiine membrane unit was vortexed briefly
and centrifuged for 60 seconds. The final eluatarme was adjusted to 5 pl with water.
Microarray design and preparation- The C. albicans microarray was manufactured by
Eurogentec (Seraing, Belgium) in collaboration wittle European Galar Fungail Consortium
(http://www.pasteur.fr/recherche/unites/Galar_FuiigaPrimers for each of the 6039 putative

ORF's in theC. albicansgenome were designed to amplify a specific regioeach ORF, and
contained a 15-bp universal sequence at the 5tegeénerate a 5 amino-modified product for
covalent attachment to aldehyde-coated glass sidaplicons (average length of 300 bp) were
spotted in duplicate, along with 27 control genesing a ChipWriter Pro (Virtek Vision Intl.,
Waterloo, Canada) robotic array printer.

Microarray hybridization —Five pl of each of the Cy3- and Cy5-labeled prolvese mixed
with 50 pug of heat-denatured salmon sperm DNA, biated 95°C for 2 minutes, and snap-
cooled on ice. The mixture was added to 40 ul dirioyzation buffer and applied to the array
slides under glass coverslips. Hybridization wadgomed overnight at 37°C in a humidified
chamber (Corning Life Sciences, Acton, MA). To wakh slides, the coverslip was removed,
and the slide was incubated at room temperatude2ix SSC (1x SSC is 0.15 M NaCl, 0.015 M
sodium citrate) plus 0.1% SDS for 5 min with agitaf rinsed at room temperature with 0.2x
SSC for 5 min with agitation, and spin-dried at 3t for 5 min. Slides were scanned using a
ChipReader microarray scanner (Virtek Vision Intl.)

Data analysis -GenePix 1.0 software (Axon Instruments, Inc.) wesdufor image analysis and
data visualization. The local background valuesewssiculated from the area surrounding each

spot and subtracted from the total spot signal emlurhese adjusted values were used to
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determine differential gene expression (Cy3/Cyto)dor each spot. Each of th@. albicans
genes was present in duplicate on each slide, len@xperiment was repeated with the same
RNA samples with opposite labels (dye-flip), remgtin four measurements for each gene per
sample. Microarray data were normalized with the RAMN web application
(http://www.esat.kuleuven.ac.be/mayarsing a Lowess-procedure (Yang & Speed, 2002)aand

generic model for sequential analysis of varialeR@VA) (Engelenet al, 2003). Regulated

gene candidates were selected when expressioncleaeties were at least two-fold.

Real-time quantitative polymerase chain reaction

Total RNA was extracted from early-log phase celsurand 2 pug were incubated with 2 U of
RQ1 RNAse-free DNAse (Promega, Madison, WI) at 376€ 30 min. The enzyme was
inactivated with 2 pl of RQ1-Stop at 65°C for 10nmrhe volume was adjusted to 200 pl with
RNAse-free HO and the mixture was desalted using Microcon-YM{®lipore, Billerica,
MA). The eluate, typically about 2.5 pl, was ad@astto 10 pl using RNAse-free @B,
supplemented with 2 pg oligo-dT, and incubatedO&C7for 10 min. After cooling on ice, the
following components were added: first strand hufféfe Technologies, Paisley, UK), 3.3 mM
dithiothreitol, 40 U RNase Block (Stratagene, LdaJaCA), 1 mM of each dNTP (Amersham
Pharmacia Biotech, Rainham, UK), and 200 U Supmisdl reverse transcriptase (Life
Technologies, Paisley, UK). The 25 pl mixture wasubated for 1 h at 42°C, and the volume
was adjusted to 500 pl. This diluted first-straf@Né& was used as a template in a real-time
guantitative polymerase chain reaction (RT Q-P@Rjformed in 1x SYBR Green PCR buffer
containing ROX as passive reference (Eurogenteair®g Belgium), 3.5 mM MgGJ] 0.2 mM

of each dNTP, 300 nM of each primer and 0.025 Wiaif GoldStar enzyme. SYBR Green was
used at a 1:66,000 dilution. The RT Q-PCR was perd in triplicate using the following
conditions: 50°C for 2 min and 95°C for 10 min |déaed by 40 cycles of 95°C for 15 sec and
60°C for 1 min. The increase in fluorescence wasitomed in real-time using an ABI prism
7700 (Perkin-Elmer Applied Biosystems, Foster C®A). Primers (Table 1) were designed
using the PrimerExpre8S 1.0 software (Perkin-Elmer Applied BiosystemdPF3087
(orf19.7046 and DOM34 (0rf19.2419, or ACT1 (orf19.500F were used as reference gene(s)
for normalization. Specificity of the amplicons geated during the PCR reactions was
confirmed by melting curve generation using Disabon Curves 1.0 (Perkin-Elmer). Gene
expression was quantified from threshold cycle &al(¢G) at which a statistically significant
increase in ROX-normalized fluorescence intensigs\iirst detected. The mean &lue of
three independent RT Q-PCR reactions was normatizdtie reference gene(s) within each
sample, and the normalized target values of thatiiss-treated sample and the control sample
(untreated) were compared, generatilyA&,; value. The normalized level of target mRNA in

the sample relative to the control was express&fds
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Table 1: Forward and reverse primers used in RT Q-PCR éxpets for validation of microarray results
and for quantification of mMRNA levels in the ovepegssing straindPF3087 and DOM34, or ACTY,

respectively, were used as reference gene(s) fonalization.

Gene Primers (5 —> 3’)

ATPI GGTGATGTCTCTGCTTATATTCCAACTA
CCGACGTTAATAGCTGGTCTGATA

CAT2 AAGAACAATTGGCCGCTACAAA
CCTTGTCACTAGCGAAATCATT TAATC

DDR4S8 ATGGTTTTCGGTTTCGGTAAAG
GCCAAATGAAGAGGATCCATAAGA

DOM34 GACATAGACTACATTGCTTCTGATCAAA
ACCTCAGCGGTGTGGAAACT

IPF18732 CCAGGTAGTCCACCACCAGAAT
ACGTTCATGATGAGGACCAAATG

IPF3087 ACTGTTCCATCAACAGAGGTTTCA
CACCATTGCCAAATACATCTAATGA
1IPF3964 TGACAAGTTTAGCTGACGGAAAAT

GTTAAGGAATCTTTTTTGGATTCAATCT
IPF4119.5 GCCATTCACGTGTTCCGATAT
AATGCGTGAATGATACCTGGAATA

PGA3 GCAATGCTAACACAACTATGTCAAACT
GCCATTACCTTGAGGAGCAGTAGA

PMC1 ACTCCTATGCAAGTACGTTTGAATGA
CACAGAATCTAATGAATAAAACCACAAAT

PORI CTGCTGATTTAGTTGTTGCT CATGAT
GCGTAACCAACACCAACAGAATATT

RIA2 ACTTCCACACCTACATCCACTACATT
TCAGTGGTGGCTTGAGAAATCA

SNF31 TTCCGCTGCCAGAGGTATTT
CGTAGTCCATAGACAATACACCAGAAA

ACT1 GCTGAACGTATGCAAAAGGAAATT
AGAACCACCAATCCAGACAGAGTATT

GPRI CTTTGTGTCAATGAAAGATCAATGG
TTGTACCAGAT GCATTATGGCTATG

IPF2973 CATTTATGCATTTAGTGAGACCAAATG
TTGTGAAATGATTTCTAAAATTGTCAACA

TRX1 TGGTTCACGTTGTCACTGAAGTT

CATTTTACATGGACCACACCAAGT

Plasmid construction

A 633 bp fragment of th€andida ARG5,@ene was excised from pGAL1PHAtHSt5ARGT (K.
De Smet, unpublished) and cloned into &vul-opened, dephosphorylated
pPpACT1P(B)YEGFP3TU-1 vector (M. Logghe, unpublished) to produce
pACT1P(B)YEGFP3TUdJARGs-IGenes of interest were amplified from genomic DNERNA
for ATP1) using the primers shown in Table Pfu DNA polymerase (Stratagene Cloning
Systems, La Jolla, CA) and standard PCR conditi®@R products were cloned in pCR-
Bluntll-TOPO (Stratagene Cloning Systems, La Jol#) and sequenced. Genes with the
correct sequence were excised from the TOPO-vagdorg Ecarl, and sticky ends were
blunted. GPR1was excised from Ycplac33/CaGPR1wrong (P. Vankiimpublished) using
Nrul and Notl, and sticky ends were bluntedRX1was excised from pACT1P:sTRX (K. De
Smet, unpublished) usirBanmH| and Asf, and sticky ends were bluntd®F2973was excised
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from pRM2MAL2P2000SN clone M4 usingfil and Notl, and sticky ends were blunted. The
expression vector pACT1P(B)yEGFP3TUdJARGs-1 was edamsingBanmH| and Asg, sticky
ends were blunted, and the vector was dephosphedyldahe excised genes were ligated into
the opened vector in a blunt-blunt ligation. Cotrimtegration (sense direction) was checked
using restriction digests. All expression plasnadslisted in Table 3.

A control vector (pACT1PUdJARGSs, empty vector) wasnstructed by self-ligation of the
BanHI-Asd opened and blunted pACT1P(B)yEGFP3TUdJARGs-1 (Fm.

Table 2: Forward and reverse primers used for isolatthgalbicansgenes of interest. Start and stop
codons are in bold; restriction sites are undedliie T+G; Y, C+T; W, A+T.

Gene Primers (5° > 3°)

ATP1 ATGTTGKCYCGTWCTGC
TTATTAGAAAGAAGCAACG

CAT?2 CATA GGCCAAAAAGGCCATGTTTAAATTTAGAATTCCACAAC
CGCGGATCCTTACAATTTGGCCTTTGGTTCAG

DDRA48 CCCAAGCTTATGGTTTTCGGTTTCGGTAAAGACG

TCCCCCCGGGTTAATAGTCAGAAGATCCATAGGAGTC
IPF18732 CCCAAGCTTATGTTTCTTCATAATTTATTAAATAAACATC
CGCGGATCCCTAACTTATTTGCAACCTAATAGAATC
IPF3964 CCCAAGCTTATGCCAGTTCAACCAAGAGACC
CGCGGATCCTCAAGCTAAGCTCAAAATAAACG
IPF4119.5 CCCAAGCTTATGCCATTCACGTGTTCCGATATC
CGCGGATCCCTAGTACTTTAGAATGACGTACAATG

PGA3 CCCAAGCTTATGAAGTATTTGTCCATTTTCTTAC
CGCGGATCCTTAAATCAAGGCAGCAATGACACC

PMCI CATA GGCCAAAAAGGCCATGGCTCCAAGAACACCAGCCG
CGCGGATCCCTATTCCTTTGATTCTTTTAAATCGG

PORI CATA GGCCAAAAAGGCCATGGCTCCAGCTGCTTATTCTG
CGCGGATCCTTAAGCAGCAAAAGACAAAGAGAAAC

RTA2 CATA GGCCAAAAAGGCCATGAGTGAAATCTTGAATTATTTATCTTCG
CGCGGATCCTCATAACTTACTATTTAAACAATGTATGTC

SNF31 CATA GGCCAAAAAGGCCATGAGTGCAAATATCCAAGCTC

CGCGGATCCTTAAACGGAATTTTCATCAACTTC

Generation of the expression strains

C. albicansCAI-4 was transformed with the expression plasnisisg a modified version (M.
Logghe, unpublished) of the spheroplasting protdel@rreroset al, 1992). The plasmids were
linearized to allow direct integration in theRG5,6gene, theACT1 promoter or theVMAL2
terminator. Genomic DNA was prepared from differéransformants (DNA Pure Yeast
Genomic kit of CPG Inc., Lincoln Park, NJ). Corréaiegration in the genome was confirmed
by standard PCR on 500 ng genomic DNA, using theimgms 5'-
TTTTACAACGTCGTGACTGG-3' and 5-AGTGGCAACAATAACAACAGs-3'  for

Kris De Smet Doctoraatsthesis 120



Resultaten

ARG5,6 5-TGGATAACCGTATTACCGCC-3' and 5-TGAGAACAGCGACCBAAGC-3
for ACT1 promoter; 5-CCTTTTCTAATTTTCACTCCTGG-3’ and 5'-
GAAATGAAATGCAAAGACTGC-3' for MALZ2 terminator. Expression of the transformed
genes was confirmed in several transformants IRIh@-PCR and\CT1as reference gene, as

described above.

Growth assay

Cultures were grown overnight in LYM medium, dildten the same medium and grown to
early-log phase. Cells were washed and resuspéndégD at 2 x 10 cells/ml. Two pl of cell
suspension containing 4xX10ells were inoculated in 200 pl LYM medium in theesence or
absence of histatin 5 in a Honeywell plate. Theyengrown at 30°C for 72 h with intermittent
shaking (10 sec every 10 min). Growth was assayetidasuring optical densities every hour

on a Bioscreen C (Labsystems, Helsinki, Finland).

Table 3: Representation of steps in constructing expregsi@smids for the overexpression of genes of
interest inC. albicans Histatin 5-responsive genes from microarray asia)walidated with RT Q-PCR

(*) were isolated using PCR and cloned into the gg&ntll-TOPO vector, fragments were sequence
verified. Genes isolated using library screeningl ather genes of interest were cloned from other

plasmids (8). pACT1PdARGs is the empty vector ibaised as a control (c). na, not applicable.

Gene PCR Plasmid Sequence Expression plasmids

ATPI* / / / /

CAT2* OK pCR-BluntlI-TOPO-CaCAT2 OK pACTI1PUJARGs:CaCAT2
DDRA48* OK pCR-BluntII-TOPO-CaDDR48 OK pACTIPUdARGs:CaDDR48
IPF18732* OK pCR-BluntlI-TOPO-CalPF 18732 / /

IPF3964* OK pCR-BluntlI-TOPO-Ca3964 OK pACT1PUdARGs:CalPF3964
IPF4119.5* OK pCR-BluntlI-TOPO-Ca4119.5 OK /

PGA3* OK pCR-Bluntll-TOPO-CaPGA3 OK pACTI1PUdARGs:CaPGA3
PMCI* / / / /

PORI* OK pCR-BluntII-TOPO-CaPOR1 OK pACTIPUdARGs:CaPOR1
RTA2* / / / /

SNF31* OK pCR-BluntlI-TOPO-CaSNF31 OK pACTIPUJARGs:CaSNF31
TRx 1} na pACTI1P:sTRX na pACTIPUdARGs:CaTRX1
IPF2973% na pRM2MAL2P2000SN cl.M4 na pACT1PUdARGs:CalPF2973
GPRI* na Yeplac33/CaGPR1wrong na pACT1PUJARGs:CaGPR1

e na na na pACT1PUJARGs
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Results

Library screening

Library construction— We constructed @. albicansreplicative vector, pPRM2MAL2P2000SN
(Fig. 1a), for directional cloning df. albicanscDNA with a Sfil adapter at the 5’ end and a
Notl adapter at the 3’ end. The vector contains tltigible CaMAL2 promoter, aSfil-Notl
2000 bp stuffer fragmeng. albicanstURA3andMET15selection markers, @. albicansWH11
transcription terminator, 8. cerevisiaeytochrome C transcription terminator, thf@ealbicans
autonomous replicating sequences (ARS), and elesrtenallow autonomous replication and
selection inE. coli. A C. albicanscDNA library, suitable for inducible sense expiessin

C. albicans was ligated in this vector and the library wasmsformed tcC. albicansCAI-4.
Histatin 5 treatment- C. albicansCAI-4 cells transformed with th€. albicanscDNA sense
library were grown in SDC to early-log phase. Thétwre was split; one part was induced in
medium containing maltose, and the other part idiom containing sucrose. After induction
each culture was treated with 100 pM histatin 52fdr, as described in Materials and Methods,
to enrich for cells that are more resistant to atist 5-induced cell death. After the first
treatment, 3% of cells induced on SMC and 10% o$¢hinduced on SSC survived. After the
third round of treatment, cell survival of SMC-irahd cells was 3.5%, and for SSC-induced
cells it was 18%. The enrichment for more resistaits was minimal in the SMC-induced
culture (0.5%), but substantial in the SSC-induceltiure (8%). All surviving cells were plated
on YPD agar. The cells induced on medium with nsa&ttormed 113 colonies (M1-M113), and
those induced on medium with sucrose formed 79e$o(S1-S79).

Individual survival assays Some survivor colonies (M1-M34 and S1-S10) wested for their
sensitivity to histatin 5-induced cell death. Fivansformants induced in SMC (M4, M5, M6,
M8 and M27) and four transformants induced in SS€, §7, S8, S10) were more resistant than
the wild type strain (CAI-4) (Fig. 2).

Figure 2: Individual survival assays of t
colonies remaining after library screeni
these colonies were more resistant thar
V7 wild type. Cells were treated with 100 |

histatin 5 for 2 h.Samples were dilute

% cell survival

plated on YPD agar and incubated for 48

20.0 &? \
: 30 °C. The data shown are means

standard deviations of at least
0.0

TCA EM4 M5 mM6 EM8 EM27 @S6 @S7 BS8 §S10 experiments. M4, M5, M6, M8 and M:
transformants induced in SMG6, S7, S

and S10: transformants induced in S
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DNA of these strains was isolated and transfornoe#.tcoli to prepare plasmid DNA, and
cDNA inserts were sequenced. Only two inserts énetha full-length gene. The insert of
strain M4 containedPF2973(0rf19.4283, a gene of unknown function. The IPF2973 protein
contains a Mov34 domain, which is found in the N¥i@mus of the proteasome regulatory
subunits, in eukaryotic initiation factor 3 (elF8)bunits, and in regulators of transcription
factors, but its function is unknown. A protein halogy search showed that IPF2973 shares
homology with a regulatory subunit of the 26S pastame of several pathogenic yeast species.
A nucleotide homology search showed thHRE2973 has 29% sequence similarity to tBe
cerevisiae GPR1The insert of strain M5 contain€etRX1 (orf19.761), a thioredoxin. The
plasmids isolated from the other strains containedpen reading frames (M6, S6) or only a
part of a gene (S7: less then 1/3 of an ABC trarispgene; S8: a small part of cytochrome C
peroxidase).

Construction of expression vecteWe wanted to study the effects of overexpressiRgland
IPF2973 on histatin 5-induced cell death. Furthermore,abse IPF2973 is homologous to
S. cerevisiaé&prl, we also decided to stu@andidaGprl ©rf19.1944. We constructed a new
integrative expression vector (PACT1P(B)yEGFP3TU@SRL) and cloned those 3 genes in it.
Expression analysis pACT1PUdJARGs:CalPF2973 was linearized in A€ET1 promoter, and
PACT1PUdJARGs:CaTRX1 and pACT1PUdARGs:CaGPR1 in #RG5,6 fragment. The
linearized plasmids were transformedQo albicansCAl-4. Transformants were selected on
uridine-free minimal medium. Correct integrationsa@nfirmed by PCR (data not shown). As
no antibodies were available against most of therexpressed proteins, mMRNA levels were
determined using RT Q-PCR and compared with thbsleeocontrol strain (CAl-4 transformed
with pACT1PUdARGS). Three transformants of eaclistwere grown in selective medium
and RNA was extracted from early-log phase cultufé® RNA samples were DNAse-treated
and cDNA was synthesized. The cDNA samples werd f@eRT Q-PCR analysis. The TRX1
MRNA levels in transformants 1 and 2 were onlyhglighigher compared to the control strain,
and no overexpression could be detected in tramsior 3 (Fig 3a). IPF2973 mRNA levels
were clearly increased in all the IPF2973-overesgirgy strains (Fig. 3b); expression levels
were 9, 127 en 66 times higher than in the comstrain. The three GPR1-overexpressing strains
also showed clearly increased levels of GPR1 mRN#. (3c); expression levels were between

3.1 and 4.3 times higher than in the control sgain
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10.0 Figure 3: Quantification of mRNAlevels
E of overexpressing strains using RTR@R
ﬁ Three transformants of each strain v
z .
[ T analysed and each reaction was rui
E 1.0 l
g triplicate. (a) TRXXoverexpressing stra
§ (b) IPF2973 0overexpressing strain and
a GPRZIoverexpressing strain. E-B3 and E
0.1
S1:control strains, transformed with em
plasmid (pPACT1PdARGs). mRNA levt
1000.0
of the control strains are set at 1.
©
E 100.0
< DOES1
§ 01PF2973-1
g 100 B PF2973-2
2 O PF2973-3
s T
& L 900 12712 es5.80
b 0.1-
10.0
°
>
K]
§ OEB3
[ T O GPR1-1
1.0
E I @GPRI-2
_g OGPRI-3
=
[
17
C 0.1

Growth assay of overexpressing straingo study whether overexpression of these geass h
an influence on histatin 5 sensitivity, growth gssaere performed in its presence and in its
absence. The growth of two IPF2973 transformantand 2), one GPR1 (3) and one TRX1
transformant (1) in LYM medium was monitored for @ZFig. 4). All transformants showed
increased resistance to histatin 5 compared tedh#ol strains, indicating that overexpression
of these three genes has an influence on histagenSitivity. AlthoughTRX1was only slightly
overexpressed in transformant 1, its effect wadesti in the growth assay (Fig. 4a). The high
level of overexpression of IPF2973 in strain IPF227(mRNA levels 127 times higher than in
the control strain) results in a highly resistartaia (Fig. 4b). The other IPF2973
overexpressing strain that was tested (IPF2973-4% wlso more resistant, although the
resistance was somewhat lower than that of IPF29{&ata not shown), probably because of
the lower level of overexpression of the gene (mRBels 9 times higher than in the control
strain). The GPR1-overexpressing strain was alscemesistant than the control strain. The
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GPR1-overexpressing strain is the only one whosesviy was impaired in the absence of
histatin 5 (Fig. 4c).

Figure 4: The effect of overexpressi

of the genes isolated by library screel
on growth in the absence and presen
75 uM histatin 5. (a) TRX%
overexpressing strain, (b)IPF2973

Optical Density at 600 nm

overexpressing strain and (dpPRZL

overexpressing strain. Wilgpe in the

absence of histatin 5 (squares), wiyge
in the presence of 7.5 pM histatir

(crosses), overexpressing strain in
absence of histatin 5 (triangles) .
overexpressing strain in the presenc
7.5 pM histatin 5 (circles). Grow

curves are representative of at lea

Optical Density at 600 nm

independent experiments.
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Integration of the expression plasmids by homoleg@acombination in thARG5,6gene ofC.
albicansusing only the middle part of this gene as homolmgsequence knocks out one allele.
However, this had little or no effect on the growfhthe control strains (E-H3 and E-B3) or on
their sensitivity to histatin 5. Integration in tA&€T1 promoter causes duplication of tA€T1
promoter, but this too has little or no consequstrfoe this strain (E-S1) in terms of growth or
sensitivity to histatin 5 (Fig. 5).
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Figure 5: The effect of integration
pACT1PdARGs in different loci of tl
genome on growth in the absence (cli
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Growth assay of GPR1 deletion strai@verexpression dsPR1makes the cells more resistant
to histatin 5-induced cell death. Molecular targiis the development of new antifungal
therapeutics are those functions whose knock-mditees the cells to histatin 5. To determine
whether knocking ouGPR1 heightens this sensitivity, we tested these knotletrains in a
growth assay. The parental strains CAI-4 and theckout strains, LDR1gprl/GPR) and
LDRS8 (gprl/gprl), were grown at 30°C for 72 h in LYM medium in theesence and absence
of histatin 5. Optical densities were measured yeveur and growth curves were generated
(Fig. 6). Both strains were more susceptible tdakiis 5-induced cell death than the parental
strain. Grown in the presence of 2.5 uM histatim&h knockout strains were more sensitive
than the wild-type strain. When histatin 5 concaintn is raised to 5 pM, a difference in
susceptibility between the knockout strains is ole# knocking out botlsPR1alleles makes
the cells more sensitive than the heterozygoténsttd a histatin 5 concentration of 7.5 uM, the
knockout strains do not grow, while the parentahistdid. It is clear that Gprl influences
growth in the presence of histatin 5: overexpressibGprl makes the cells more resistant to

histatin 5, whereas deletion BPR1makes them more susceptible.
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Growth assay of GPA2 deletion strairin S. cerevisiaghe membrane bound protein, Gprl,
interacts with Gpa2. These two proteins form a Gtgin-coupled receptor system and are
involved in extracellular glucose/sucrose detegtipseudohyphal differentiation, and stress
resistance (Kraakmaet al, 1999; Lorenzt al, 2000; Lemaireet al, 2004). It was also shown
recently that inC. albicansGprl interacts with Gpa2 and signaling goes thinotlg cCAMP-
PKA pathway, where it is involved in hypha formation solid medium. Contrary to the
situation inS. cerevisiaeCdc25 and Rasl seem to be involved in the glutwkeced cAMP
increase, not Gprl (Maidaet al, 2005). To check whether Gpa2 is also involvedsal death
induced by histatin 5, we analyzed the growth prioge of the doubl&sPA2 deletion strain
(Fig. 7). Histatin 5 did not impair the growth dfis GPA2 deletion strain, which grew
somewhat better than the control strain. This phgreodoes not correspond to that of @leR1
deletion strain, indicating that Gpa2 can functimtependent of Gprl and vice versa. Whereas

it is clear that Gprl is upstream of the cAMP-PKéthpway, it has been suggested that Gpa2

Kris De Smet Doctoraatsthesis 127



Resultaten

may also be upstream of the Mitogen Activated Pmdténase pathway (Sanchez-Martinez &
Perez-Martin, 2002).
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Expression profiling

Microarray analysiss RNA was extracted from @. albicansCAI-4 culture grown to early-log
phase and treated for 40 min with 25 uM histatinvbich caused 30% cell mortality. Control
RNA was extracted from cells from the same initialture incubated for 40 min in the same
conditions but without histatin 5. The quality detRNA was checked by spectrophotometry.
cDNA synthesis, labeling with Cy3 and Cy5, hybration with microarray slides and scanning
of the slides were performed as described in Malednd Methods. Theé. albicansmicroarray
consisted of 6039 PCR-amplicons of open readingndésa covering nearly 98% of the
annotatedC. albicansgenes. Each of th€. albicansgenes was present in duplicate on each
slide, and the experiment was repeated with theedaMA samples with opposite labels (dye-
flip), resulting in four measurements for each gegmer sample. Microarray data were
normalized with the MARAN web applicatiohtfp://www.esat.kuleuven.ac.be/mayarsing a

Lowess-procedure (Yang & Speed, 2002) and a gemeddel for sequential analysis of
variance (ANOVA) (Engelert al, 2003). Sixty genes were found to be differentiadigulated
by a factor of at least 2 (Table 4). Ten of thesmeg were upregulated, and fifty were

downregulated.

Kris De Smet Doctoraatsthesis 128



Resultaten

Table 4: Histatin 5-responsive genes whose expression asigdd at least 2-fold after a 40-minute

treatment with 25 pM histatin 5. *, genes selected validation in RT Q-PCR experiment and for

overexpression  studies. CGD: Standard name in @andi Genome Database
(http://www.candidagenome.org/).
Gene Description Ratio
CandidaDB ORF19 annotation (CGD) CandidaDB
Amino acid metabolism (5)
UGA123f orf19.803 4-aminobutyrate aminotransferasgri®e end 0.33
UGA125f orf19.802 4-aminobutyrate aminotransferasgrife end 0.39
DUR1,: orf19.780 urea amidolyase 0.42
UGA2 0rf19.345 succinate-semialdehyde dehydrogerd&sBP+] 0.49
ARG! orfl9.7469 ARG argininosuccinate synthetase 0.49
Carbohydrate metabolism (18)
ADH2 0rf19.5113 ADH2) alcohol hydrogenase | 0.24
PYCZexon2 orfl19.789RYC2 pyruvate carboxylase 2, exon 2 0.30
INO1 orf19.7585 (NO1) myo-inositol-1-phosphate synthase 0.31
IFE2 0rf19.5288 [FE2) alcohol dehydrogenase 0.33
SNF3% orf19.7094 HGT12 high-affinity glucose transporter 0.33
HGT12 0rfl19.3668 HGT2) hexose transporter 0.34
ACS: orfl19.1743 ACS) acetyl-coenzyme-A synthetase 0.34
MLS1 0rf19.4833 ILS]) malate synthase 0.37
IPF2852 orfl9.7288 putative acetyl-coenzyme-A dehydragen 0.38
ADH1 0rf19.3997 ADH1) alcohol dehydrogenase llI 0.39
ICL1 0rf19.6844 [CL1) isocitrate lyase 0.41
HGT11 orfl9.4527 HGTY) hexose transporter 0.42
IDP2 0rf19.3733 [DP2) isocitrate dehydrogenase 0.43
FBA1 orf19.4618 FBAI) fructose-bisphosphate aldolase 0.44
ACS: 0rf19.1064 ACS2 acetyl-coenzyme-A synthetase 0.45
FBP1 orf19.6178 EBPY1) fructose-1,6-bisphosphatase 0.47
IPF15957 0rf19.1105.2 PGA56 regulator of sorbose utilization 0.47
CITlexon2 0rf19.4393¢IT1) citrate synthase, exon 2 0.48
Degradation (1)
uBl4 orfl9.6771 UBI4) polyubiquitin 0.50
Energy generation (3)
ALD5S 0rf19.5806 ALD5) aldehyde dehydrogenase (NAD+) 0.40
ARD¢ 0rf19.6322 ARD) D-arabinitol dehydrogenase 0.43
ATPl.exon3* orf19.6854ATP]) F1F0-ATPase complex, F1 alpha subunit, exon 3 50 0.
Lipid-fatty acid metabolism (10)
RTAZ orfl9.24 RTA2 phospholipid-translocating ATPase activity 2.50
stress associated
POX¢ 0rf19.1652 POX1-3 peroxisomal fatty acyl-CoA oxidase 0.34
POT11] orfl19.7520 POTY)) peroxysomal 3-ketoacyl-CoA thiolase A 0.36
POT1 0rf19.2046 POT1-2 acetyl-CoA C-acyltransferase 0.38
POT1: 0rf19.1704 FOX3) peroxysomal 3-ketoacyl-CoA thiolase B 0.40
CATZ orf19.4591 CTN2 carnitine O-acetyltransferase 0.42
FOXz 0rf19.1809 FOX2) hydratase-dehydrogenase-epimerase 0.43
IPF1567¢ orf19.1709 lipid transfer protein 0.45
PXPE orf19.5723 POXYJ) acyl-coenzyme A oxidase | 0.46
FAA21] orfl9.272 FAA2-2 long-chain-fatty-acid-CoA ligase 0.49
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Table 4: Continued.

Protein modification (1)

PRB: orf19.7196 PRBJ) protease B, vacuolar 0.47
Stress response (4)
PGAX orf19.2060 SODH similar to superoxide dismutase 4.17
DDRA4¢&* orf19.4082 DDR4§ stress protein 3.85
CTAl 0rfl19.6229 CATI) catalase A 0.39
AOXZ 0orf19.4773 AOX2 alternative oxidase 0.49
Transcription (1)
TEF1 0rf19.1435 TEF2-2 translation elongation factor eEF1 alpha-A chain 0.44
Transport (6)
PMC1* orfl9.1727 Ca2+-transporting P-type ATPase 032.
IPF749: 0rfl9.4682 HGT17) putative permease 0.38
PORX 0rf19.1042 PORY) mitochondrial outer membrane porin (VDAC 1) 0.44
IFC1 0rfl9.3746 (FC1) oligopeptide transporter 0.44
IFC4 0rfl9.2292 OPT4) oligopeptide transporter 0.47
OPT253f 0rf19.2847.1 oligo peptide transporter, ing fragment 0.48
Unknown (11)
IPF1873%* orfl19.711 sequence similarity to histidine-riglycoprotein 3.14
precursor oPlasmodium lophurae
IPF3964* orfl19.675 unknown function 3.05
IPF444: 0rf19.4706 unknown function 2.55
IPF710¢ orf19.7350 unknown function 2.42
IPF411¢.5% orf19.2030 unknown function 2.19
IPF5192 0rf19.3615 unknown function 2.07
AMOZ 0rf19.3152 AMO?2) similar to amine oxidase 0.32
IPF263.: 0rf19.3263 member of the FRP family of proteielaited to 0.33

Y. lipolyticaglyoxylate pathway regulator Gprlp
ands. cerevisiag-un34p
FUN34.5eo0c 0rf19.6169.2 unknown function, 5-prime end 0.34
FRP1 0rf19.2496 FUN34) member of the FRP family of proteins related to 0.38
Y. lipolyticaglyoxylate pathway regulator Gprlp
ands. cerevisiag-un34p
IPF6257 orf19.1461 unknown function 0.49

Real time quantitative PCRThe levels of expression of eleven histatin §pomsive genes,

marked in Table 4 with an asterisk, were verifigdréal-time quantitative PCR relative to the
genedPF3087 (0rf19.7049 andDOM34 (0rf19.2419, whose transcript levels were unaffected
upon histatin 5 treatment (data not shown). It e@sfirmed that all of the eleven genes have
the same histatin 5 transcriptional regulation (&) compared to the microarray analysis,

emphasizing the reliability of the microarray arsay
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Table 5: Comparison of expression levels of histatin 5-

responsive genes, obtained using microarray asadysi

RT Q-PCR.

Gene Microarray  RT Q-PCR
PGA3 4.17 29.86
DDR48 3.85 5.50
IPF18732 3.14 5.21
IPF3964 3.05 8.40
RTA2 2.50 6.73
IPF4119.5 2.19 2.60
PMC1 2.03 6.73
SNF31 033 0.19
CAT2 0.42 0.45
PORI 0.44 0.54
ATP1 .exon3 0.50 0.58

Construction of overexpression plasmidsThese eleven histatin 5 responsive genes were
chosen for further analysis, and the influence wérexpression of these genes on histatin 5-
induced cell death was determined. Using stand@® Bonditions and the primers shown in
Table 2, we were able to isolate eight genes. Therdhree genesATP1(0rf19.6854 a gene
with an exon-intron structurel?MC1 (orf19.172F and RTA2 (orf19.24 — could not be
amplified although several PCR conditions wereltriehe eight isolated genes were cloned into
the pCR-Bluntll-TOPO vector and verified by sequegcThe sequences of seven of the eight
genes were correct, and only the sequencl’Bi18732 (orf19.71) was incorrect in all the
clones that were checked. Though we could not cléRE4119.5 (0rf19.2030 in
pACT1PUdJARGS, the other genes could be cloned €ra&)l These six plasmids were
transformed teC. albicansCAlI-4 and transformants were grown on selectiveimal medium.
Three transformants of each overexpressing straie \yrown to early-log phase and analyzed
by RT Q-PCR for steady-state mMRNA levels of theggaihat are overexpressed (Fig. 8).
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Figure 8: Quantification of mRNA levels of overexpressingasts using RT Q-PCR. Three
transformants of each strain were analyzed, eamttion was run in triplicate. (&)ORtoverexpressing
strain, (b) DDR48overexpressing strain, (dGA3overexpressing strain, (dJNF3loverexpressing
strain and (e)CAT2overexpressing strain. E-B3 and E-H3: control isgaransformed with empty
plasmid (pACT1PdARGSs). mRNA levels of the contriohis are set at 1.

Overexpression was successful DDR48 (0rf19.4082, SNF31 (0rf19.7094, PGA3
(orf19.2060 andCAT2(0rf19.459), with mRNA levels ranging from 3.4 to 16.7 timgigher
than in the control strain®OR1 (0rf19.1042 was only slightly overexpressed in 2 of the 3
transformants analyzed (1.6 and 1.4 times higherNARevels). In the transformants
overexpressingPF3964(orf19.675, no elevation in mRNA levels could be detectethpared

to the control strain (data not shown).

Growth assays Strains overexpressifgOR1, DDR48SNF31 PGA3and CAT2were further
analyzed in growth assay experiments in LYM mediwith 5 and 7.5 pM histatin 5 (Fig. 9).
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Figure 9: The effect of overexpression of the genes isoldtgdibrary screening on growth in the
absence (diamonds) and presence of 5 pM (squanes)7® UM (triangles) histatin 5. (ORZE
overexpressing strain, ()DR48overexpressing strain, (FJGA3overexpressing strain, (GNF31
overexpressing strain and (eCAT2overexpressing strain. Wild-type (closed symbolahd
overexpressing strain (open symbols). Growth curaes representative of at least 3 independent

experiments.

Although strains overexpressiPR1had only slightly higher mRNA levels than the paad
strain, an influence on growth was visible whensthstrains were grown in the presence of
histatin 5. Strains overexpressiR@QR1were more sensitive to histatin 5 than the corsiain.
When the other strains were grown in the presehtestatin 5, there was also an influence on
growth. Strains overexpressingDR48 were more susceptible to histatin 5 when grown in
medium supplemented with 7.5 uM histatin 5. Noetdéhce in growth was observed when the
growth medium was supplemented with 5 uM histatiD8erexpression dPGA3 makes the
cells more resistant to 5 uM histatin 5, but at [IN§ the resistant phenotype disappears. The
expression levels of transformants 1 and 2 are tabdimes higher than that of the control
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strain, whereas transformant 3 has a mRNA levdl ithhalf of the other transformants. This
difference in expression level was manifested amdhowth assay: growth of transformant 3 in
the presence of histatin 5 was the same as ththeafontrol strain (data not shown). The level
of overexpression in this transformant was probabbt enough to affect growth rate.
Overexpression dBNF31lincreased resistance to 5 M histatin 5, but enpiresence of 7.5 uM
only transformant 2 still showed a slightly morsiséant phenotype. Differences in phenotype
could not be detected when the CAT2-strain was grimuthe presence of 5 M histatin 5. The
transformants were somewhat more sensitive to M higtatin 5.
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Discussion

In this study we tried to identify genes involved histatin 5-induced cell death in the
pathogenic yeast. albicans which might help to resolve the mechanism ofcrctf histatin 5.
Furthermore, functions involved in this cell degitocess can be used as targets for the
development of novel antifungal compounds. We sbugh identify these functions by
screening an overexpression library and by miceyaexpression profiling. AC. albicans
cDNA library was constructed and cloned, behind itiducible MAL2 promoter, into a new
replicative vectorC. albicanscells, transformed with this overexpression libramgre treated
with histatin 5 and the cDNA inserts of the surmiyicells were sequenced. Two inserts
corresponded to full-length genesRX1 (orfl9.761), a thioredoxine andIPF2973
(0rf19.4283, a gene of unknown function. Using growth assagsshowed that overexpression
of IPF2973and TRX1influence growth in the presence of histatin 5.tlker, we showed that
both overexpression and deletionGAGPR1(orf19.1944 IPF2973shows 29% homology with
S. cerevisiae GPRlalso influences growth in the presence of hist&ti Using microarray
expression profiling of the early transcriptionagponses to histatin 5 treatment, we identified
60 genes that are transcriptionally regulated byeast two-fold. Fifty of these genes were
downregulated and ten were upregulated. Most dayutméed genes are involved in
carbohydrate, amino acid, and lipid-fatty acid rbetesm, indicating that histatin 5 causes the
cells to shut down their metabolism. Most of theegulated genes (6 out of 10) had an
unknown function, two were stress-responsive geoes,was involved in the lipid-fatty acid
metabolism, and one was a Calcium-transporting A€PRleven of the responsive genes were
chosen for validation by RT Q-PCR, and all of thermre confirmed to be differentially
regulated. We also showed that overexpressionvef éf these gened?OR1 (orf19.1042,
DDRA48(0rf19.4083, PGA3(0rf19.2060, SNF31(0rf19.7094 andCAT2 (0rf19.459)) has an
influence on growth in the presence of histatin 5.

The histatin 5 peptide is internalized kY. albicans and targets to the mitochondria
(Helmerhorstet al, 1999), inhibiting respiration and inducing thenfation of reactive oxygen
species (ROS) (Helmerhorst al, 2001). These ROS can cause wide-ranging damage to
macromolecules, resulting in physiological dysfimms and eventually death. To protect
against oxidative damage, cells can activate peaset maintain their redox balance (Wheeler
& Grant, 2004). In this study we identified two @sn{TRX1 (orf19.761) and PGA3
(orf19.2060) that form part of such a defense system, and whbeseexpression makes.
albicanscells more resistant to histatin 5-induced celltlkdea

C. albicanscontains two cytoplasmic thioredoxinERX1and TRX2 Thioredoxins are small
heat-stable oxidoreductases containing two condecysteine residues in their active sites.

They were identified as hydrogen donors for ribdewoiide reductase, but they are also required
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for a number of metabolic enzymes that form a giside as part of their catalytic cycle.
Thioredoxins are involved in many cellular procassecluding repair of proteins damaged by
oxidation. As in other species, yeast thioredogiresantioxidants that play an important role in
protection against ROFRX2seems to be the most important thioredoxin, bpaemtly it is
required only during stationary phase. There isl@wte for the functional redundancy of the
thioredoxins as antioxidants i8. cerevisiaeoverexpression of RX1 or TRX2 leads to an
increase in resistance to hydroperoxides. Bothrékimxins can act as cofactors for thioredoxin
peroxidase-mediated resistance to hydroperoxides$,sansitivity oftrxl andtrx2 mutants to
hydroperoxides was not observed during exponepliake of growth (Garrido & Grant, 2002).
Candida TRX1 was picked up from the library screening as a gehese overexpression
increases resistance for histatin 5. The straimyicey the cDNA insert encodin@RX1,
identified in the library screening, showed a dieanore resistant phenotype in the individual
survival assay (clone M5, cell survival of 47% cargxl to 5% cell survival for the parental
strain after a 2-h treatment with 100 uM histat)n(Eig. 2). Although we were able to show
only minor overexpression in the constitutivdliRXtoverexpressing strain (1.24 times higher
TRX1mRNA level), the result of the growth assay cheatiowed a more resistant phenotype,
indicating the important role of thioredoxins iméerring partial resistance to histatin 5.

The second gene that was identified as involvethaintaining redox homeostasis RGA3
(orf19.2060. Pga3 shows homology with tlige cerevisia€Cu-Zn superoxide dismutase Sod1.
Superoxide dismutases destroy superoxide radicatiuped intracellularly by converting them
into the less harmful hydrogen peroxid@. albicanspossesses three SOD enzymes that
function in protecting the cell from oxidative sse cytosolic Cu-Zn superoxide dismutase
(SOD) (Hwanget al, 1999), mitochondrial Mn superoxide dismutaS®©D2 (Rhie et al,
1999), and a cytosolic manganese-containing suErakismutaseJOD3 (Lamarreet al,
2001). Three genes encoding products similar towknaCu-Zn-containing superoxide
dismutases have also been identifie6A2 PGA3andPGAQ Recently, theeGA3 gene was
characterized and rename&DD5 The other two genes with similarity to known Co-Z
containing superoxide dismutaseBGA2 and PGA9 were renamedSOD4 and SODg
respectively (Martchenket al, 2004). The Sod5 protein is involved in elimingtintracellular
and extracellular superoxide radicals (Martcheekal, 2004), and is localized on the surface
of C. albicanscells (Fradinet al, 2005). The transcription &ODb5is upregulated during yeast
to hyphal transition, during osmotic stress, up@atment with hydrogen peroxide, and when
cells are grown on nonfermentable substrates &scssbon source (Martchenled al, 2004).

All these are conditions in which the cells undehigh oxidative stress. When oxidative stress
is induced inC. albicansusing mild HO, conditions,SOD1 and SOD2 gene products are
induced (Gonzalez-Parragaal, 2003). InC. albicans, disruption d8ODJ, but notSOD3 had

no effect on cell survival in medium containing@®l (Hwang et al, 2002), indicating a
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functional redundancy of superoxide dismutases.sM@ved that whe. albicansis treated
with histatin 5PGA3(SOD} is differentially regulated by a factor of 4.2. \Wiamet al. (2004)
could not show effect on survival of cells from euxide dismutase knockout strains Sf
cerevisiag(sod1/SOD2SOD1/sodZandsodl/sodpandC. albicang(sodl/sod}upon histatin 5
treatment (Wundeet al, 2004). However, we could show that overexpressidPGA3(SOD3J

in C. albicansincreases its resistance to low concentrationgstétim 5. This discrepancy can
be explained by the possible functional redundariaje Sod proteins; it appears that Sod3 or
Sod5, and possibly Sod4 and Sod6, can overcomeHipd stress whe®OD1is knocked out.

In the S. cerevisiaalouble KO-straingod1/sod®in which all known cytoplasmic superoxide
dismutases are disrupted, no redundancy is pos@tilmderet al, 2004). However, thé&.
cerevisiaeSODknockout strains were grown in glucose medi@ncerevisiagin contrast with

C. albicans is a Crabtree-positive yeast; when grown on anéetable carbon source under
aerobic conditions, the sugar is largely fermentedethanol rather than respired. Grown
aerobically on glucose, a fermentable carbon soBceerevisiaeells will largely perform
fermentation. Consequently, the mitochondria are awtive, they do not perform oxidative
phosphorylation, and very little ROS is formed ugustatin 5 treatment. When grown on
glucoseS. cerevisiaeells largely die upon histatin 5 treatment, plpanot via the production
of ROS, but via a mechanism probably not present.iralbicans(De Smetet al, 2004).
Therefore, disruption of superoxide dismutases matl affect survival 0S. cerevisiagrown on
glucose before treatment with histatin 5. When gram a non-fermentable carbon source, it is
more likely that the effect of disruption of thepsuoxide dismutases is seen.

In contrast to Wundeet al. (2004), we can conclude that ROS do play a rdleeidirectly or
indirectly in histatin 5-induced cell death. Ovagreession ofTRX1or PGA3(SOD3, two genes
involved in protection against oxidative stressders the cells more resistant to histatin 5. The
protective effect of the overexpression of thesetgins can be direct, by neutralizing the
oxygen radicals (Fig. 10a), or indirect, by repajriproteins and lipids damaged by oxidation
(Fig. 10b).
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protecting effect by neutralization of ROS. Aftetdrnalization histatin 5 localizes to the
mitochondria were it induces the production of R@8bold), e.g. the superoxide anion
that is formed by the one-electron reduction ofgety. In neutral aqueous solutions, the
superoxide anion converts to hydrogen peroxideraakbcular oxygen, a reaction that can
be catalyzed by superoxide dismutases (e.g. P¢#BRJrogen peroxide in turn can be
converted to water by thioredoxin (Trx1). (b) Iredit protecting effect. Disulphide

reduction of oxidatively damaged proteins by thergdoxin system: a combined action of

thioredoxin reductase and thioredoxin (Trx1).

One of the genes isolated from the library scregnifF2973 (0rf19.4283, has an unknown
function. Homology search revealed that the IPF28itgein contains a Mov34 domain. The
function of this domain is unclear, but it is fouimdthe N-terminus of the proteasome regulatory
subunits, eukaryotic initiation factor 3 (elF3) sniis, and regulators of transcription factors.
Further search revealed that it has 57% homolodly aiprobable 26S proteasome regulatory
subunit ofSchizosaccharomyces pomoteins containing a Mov34 domain could acthes t
regulatory subunit of the 26S proteasome, whidhuslved in the ATP-dependent degradation
of ubiquitinated proteins. Overexpression|BF2973in C. albicansCAIl-4 renders the cells
highly resistant to histatin 5. Although intracédliu proteolytic degradation of histatins @

albicanscan occur, it is not generally used as a protectieehanism against histatin activity
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(Ruissenet al, 2003). By exposing. albicansstrain CA132A to increasing concentrations of
histatin 3, histatin-resistant strains were gererathis resistance was not due to alterations in
binding, internalization or degradation of histatinefflux of ATP (Fitzgeralet al, 2003). This
indicates that protective mechanisms activated kposure to histatin 3 may involve
unidentified pathways downstream of binding anérm&lization. However, overexpression of
IPF2973 could lead to increased degradation of histatiny3he 26S proteasome, increasing
survival. Another explanation could be increasegraéation of damaged proteins by the 26S
proteasome. Higher levels of the gene productP&2973 could increase the efficiency of
degradation. The 26S proteasome in yeast seengsitvdived in resistance to various stresses:
26S proteasome mutants are hypersensitive to cadn{ilungmannet al, 1993) and
methylmercury (Hwangpt al, 2002); the 26S proteasome is induced in heasssead during
late log-phase (Fischest al, 1994), and it is also involved in inhibition o€lt death by
degradation of the pro-apoptotic protein Smtl (Ligr al, 2001). In Mycobacterium
tuberculosis the proteasome serves as a defense againstiegidatitrosative stress (Darwin
et al, 2003). Many publications have reported on thati@hship between protein oxidation and
proteolysis in mammalian cells (Davies, 1986; Reicét al, 1989; Gruneet al, 1995; Davies,
2001; Shringarpuret al, 2001; Gruneet al, 2003), concluding that proteins are inherently
susceptible to oxidative damage, which in turnralfgoteolytic susceptibility. Overexpression
of IPF2973 makes the cells highly resistant to histatin Sdimetl death, possibly by enhancing
degradation of damaged proteins or internalizethtins5.

Because of the weak nucleotide homology betwddf2973 and S. cerevisiae GPRIlthe
Candidahomologue of this G-protein coupled receptor wasdyared for involvement in histatin
5-induced cell death. A homologue of tBe cerevisiae GPRtvas reported irC. albicans
(Verseleet al, 2001) and its function was studied recently (Migtaal, 2004; Maidaret al,
2005). Using growth assays of overexpression andclout strains, we showed that
overexpressingandida GPRXorf19.1944 increases resistance to histatin 5, whereas kmgck
it out increases sensitivity. The Gprl G-proteinqgled receptor was identified 8. cerevisiae
as an upstream component in the cAMP-PKA pathwag veas shown to mediate activation of
cAMP synthesis by glucose and sucroseS Icerevisiae AMP signaling plays a central role in
controlling metabolism, stress resistance and feraliion (Rollandet al, 2002). InC. albicans
Gprilregulates hyphal morphogenesis via the cAMP-PKAaigg cascade, and Gpa2, asin
cerevisiae acts through the cAMP-PKA pathway downstream @flG(Miwa et al, 2004;
Maidanet al, 2005). When we analyzed tA2knockout in a growth assay, we observed a
phenotype different from that of th@PR1 knockout, indicating that Gprl and Gpa2 may
function in overlapping but different pathways. Halwsence of Gprl enhances the sensitivity
to histatin 5 remains to be established. It has ls#®wn inS. cerevisiaghat both Gpa2 and

Gprl interact with Plcl (Ansaret al, 1999). Plcl is a phosphatidylinositol (Pl)-spiecif

Kris De Smet Doctoraatsthesis 139



Resultaten

phospholipase C that hydrolyzes the membrane plobph phosphatidylinositol 4,5-
bisphosphate (PHpP to produce inositol 1,4,5-triphosphate sjlIRand diacylglycerol. The PI
turnover pathway is well known in mammalian cedisd leads to activation of protein kinase C
directly by diacylglycerol and by inositol triphdsgte through intracellular &arelease
(Berridge, 1993). Furthermore, the Plcl substrdi® B an important signal modulating the
activity of membrane-bound proteins (Lee & Rhee93)9 In yeast too a protein kinase C is
involved in maintenance of cell integrity under bygnic stress, heat shock, nutrient starvation,
and during bud generation or cellular differentiati through activation of the MAP kinase
pathway (Heinisclet al, 1999). Further, i1S. cerevisia®Icl is involved in cytosolic transient
glucose-induced calcium increase, which also reguithe Gprl/Gpa2 receptor/G-protein
complex and glucose hexokinases. This increasgtosalic C&" concentration is mainly due
to an influx from the external medium (Tisi al, 2002). Intracellular Gain yeast is a second
messenger involved in several processes, includeting, nutrient sensing, stress response and
cell cycle events. Overexpression of GprLCinalbicanscould lead to a more intense activation
of Plcl, resulting in the strong activation of miat kinase C or a large increase in the
intracellular C&" concentration, which has an influence on susciiptito histatin 5.
SNF31(0rf19.7094, a gene involved in glucose sensing, was found teeggonsive to histatin
5. Upon histatin 5 treatmerfNF31was differentially regulated by a factor of 0.3%n-fold
overexpression dBNF31results in increased growth rate in the presefieuM histatin 5, but
when the concentration is raised to 7.5 uM, theeotive effect of this gene disappears. On the
nucleotide level, Snf31 shows homology @aSnf3 (©rf19.5962, a high-affinity glucose
transporter. However, there are some importarierdiices: Snf31 is shorter than Snf3 (527
AA and 749 AA, respectively), and lacks the funotity important C-terminal domain of Snf3;
Snf31l has 12 transmembrane domains, while Snf3ohfs 11. SNF3is not differentially
regulated upon histatin 5 treatment@falbicans Recently is has also been shown that Snf31
but not Snf3 is strongly upregulated wheandidainteracts with macrophages (Luongbal,
2005). Snf31 shows more structural homology withtIHg (0rf19.4527% and Hgtl2
(orf19.36698, two hexose transporters. These proteins haveah8membrane domains, are 546
AA long and have a short C-terminal domain. Furttene, HGT11 and HGT12 are
downregulated by a factor of 0.42 and 0.34, re$gelgt upon histatin 5 treatment. Besides
Snf3l, these are the only sugar transporters tieat#ferentially regulated upon histatin 5
treatment. Recently, a large family of glucose dpmiter genesHGT1 to HGT20Q was
identified by screening genomic sequences, reveasscription PCR assays and phylogenetic
analyses (Faet al, 2002). The transcript levels BfGT11were differentially regulated in the
presence of drugs, e.g. cycloheximide, chlorammivérand benomyl (Varmat al, 2000).
However, contrary to the downregulation 6fGT11 by histatin 5 treatment, its transcription

was enhanced in the presence of these drugs. Fudhe it was shown that transcription of
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HGT11 and HGT12 is upregulated in &. albicansstrain resistant to amphotericin B and
fluconazol (Barkeeet al, 2004). These results suggest tH&T11andHGT12could be linked

to drug resistance i€. albicans(Varmaet al, 2000). The downregulation &NF31 HGT11
andHGT12upon histatin 5 treatment indicates that sugaisparters/sensors have an important
role in the histatin 5-induced cell death process.

POR1(0rf19.1042 andCAT?2(0orf19.459), two genes involved in transport of metabolit@® i
the mitochondria, were also differentially reguthtapon histatin 5 treatment; they were
downregulated by a factor of 0.44 and 0.42, respalgt Strains overexpressiiROR1or CAT2
were more sensitive to histatin 5.

Compounds are transported across the outer mitdclammembrane by mitochondrial porin
(PORJ), also known as the voltage-dependent anion-se¢echannel (VDAC). Death ofC.
albicans induced by histatin 5 requires coupled mitochandperforming oxidative
phosphorylation. Knocking olROR1restricts the access of external NADH to the redpiy
chain (Leeet al, 1998). Because VDAC is the major pathway for NAftk through the outer
membrane of mitochondria, oxidative phosphorylattohampered bi?OR1knockout; deletion
strains grow slowly in the presence of a non-fertralgle carbon source (Dihaniet al, 1987).
Overexpression o0POR1in S. cerevisiaestimulates oxidative phosphorylation and increases
respiration rate. Because the rate of cell deatinupstatin 5 treatment depends on oxidative
phosphorylation, strains overexpressiffgR1are more sensitive to histatin 5.

Carnitine acetyltransferases belongs to a grougmpymes catalyzing the reversible acylation of
L-carnitine. Carnitine acetyltransferaseAT?2 is specific for short chain fatty acids and Haes t
highest activity on the acetyl moiety (Frigzal, 1963). In contrast to degradation of fatty acids
(beta-oxidation) in mammals, their degradation éast takes place exclusively in peroxisomes
(Kunau et al, 1995). The acetyl-CoA produced is transportednfithe peroxisomes via the
cytoplasm to the mitochondrial matrix for completédation to CQ and HO. Two pathways
for the transport of acetyl-CoA have been propo@eth Roermundet al, 1995). The first
involves peroxisomal conversion of acetyl-CoA iglgoxylate cycle intermediates, which are
transported to the mitochondria. The second pathimaglves peroxisomal conversion of
acetyl-CoA into acetylcarnitine b§AT2 and its subsequent transport to the mitochonditia.
acetyl-CoA is oxidized in the mitochondria via tieebs cycle, with the formation of NADH,
which is used in the respiratory chain. Overexpoessf CAT2 could increase the transport of
acetyl-CoA to the mitochondria and thereby the mataespiration. Again, enhancement of
oxidative phosphorylation will render the cells ma@ensitive to histatin 5. It is clear that
albicanscells treated with histatin 5 reduce their ratesespiration (downregulation ¢fOR1
and CAT2 and ATP-synthesis (downregulation ATP1 by a factor of 0.5), emphasizing the
major role of the mitochondria in the histatin BHirced cell death process.
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The last gene whose overexpression influencesgeelvth in the presence of histatin 5 is
DDR48(0rf19.4082. CaDDR48was named for its homology to the common stregsoresve
gene of S. cerevisiaeDDR48 (DNA damage_esponsive). In yeastpDR48 transcription
increases in response to heat shock, osmotic seskative stress caused by cadmium, and
treatments that produce DNA-lesions (McClanahan &Ektee, 1986; Miralles & Serrano,
1995; Momose & lwahashi, 2001). Ddr48 is also iwggied in the production or recovery of
mutations (Treger & McEntee, 1990). @ albicans DDR48s upregulated by treatment with
itraconazole (De Backest al, 2001) and amphotericin B (Barketr al, 2004), in a fluconazole-
resistantC. albicansstrain (Karababat al, 2004), and in cells undergoing the yeast-to-hiypha
transition (Nantelet al, 2002). Although Ddr48 is a stress protein andipsegulated upon
histatin 5 treatment, its overexpression doesmiige a more resistant phenotype.

Here we report the transcriptional respons€ oélbicansto histatin 5 treatment. We identified
genes involved in the histatin 5-induced deathCofalbicans by phenotypically analyzing
strains overexpressing responsive genes identifsétg transcriptional profiling and screening
of a C. albicansoverexpression library. Sixty genes were found a@odifferentially regulated
upon histatin 5 treatment. Fifty of these genesewdswnregulated and ten were upregulated.
Most downregulated genes are involved in carboligdramino acid, and lipid-fatty acid
metabolism, indicating that the cells shut downrthetabolism upon incubation with histatin
5. Growth assays of 8 overexpression strains shakadhey are either more resistant or more
sensitive to histatin 5 treatment than the wildetygprain. The functions whose overexpression
renders the cells more resistant to histatin Srarelved in oxidative stress respon3&kKland
PGA3, in sensing extracellular nutrient&PR1 and SNF3), or have an unknown function
(IPF2973. Those that make the cells more sensitive tatiisb are involved in transport of
molecules (NADH, acetyl-CoA) into the mitochond(ROR1andCAT2 or in stress-response
(DDR438. Interesting targets for the development of namifungal drugs are those functions
whose deletion makes the cells more sensitive tiereal stress (e.g. incubation with histatin 5).
We were able to identify one such function, Gpnlrtiker research has to clarify whether Gprl
can be used as a molecular target for the develaopaienovel antifungal drugs. Other possible
candidates aréRX1 IPF2973 PGA3andSNF31 whose expression makes cells more resistant
to histatin 5. However, knockout studies have tabee to determine whether a more sensitive

phenotype can be obtained.
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Samenvatting en besluit

SAMENVATTING EN BESLUIT

De laatste twee decennia is er een sterke stijgarg het aantal opportunistische fungale
infecties, ook de mortaliteit als gevolg van deméegties is gestegen. Het organisme dat
verantwoordelijk is voor de meeste van deze fungdkxties isCandida albicans. Een groot
aantal antifungale middelen zijn gekend, maar dege echter beperkt bruikbaar als
therapeuticum wegens hun toxische bijwerkingenclseenkele antifungale therapeutica zijn
momenteel voorhanden en slechts sporadisch komenieewe bij. Bovendien treedt er
resistentie op tegen de frequent gebruikte antdlengniddelen. Daarom zijn er nieuwe
antifungale middelen nodig die inwerken op nieun@euulaire doelwitten en werken volgens
een verschillend mechanisme in vergelijking megjdegbare antifungale middelen.

Het doel van dit doctoraatswerk was het inducern aeldood irC. albicans om daarna na te
gaan welke genen betrokken zijn bij dit proces. @enen die betrokken zijn bij het
celdoodproces kunnen gebruikt worden als doelwibrvde ontwikkeling van nieuwe

antifungale middelen.

In het eerste hoofdstuk van de resultaten wordtHyesen hoe door de conditionele heterologe
expressie van het pro-apoptotische eiwit Bax eddooeproces geinitieerd wordt i@.
albicans. Door het afwijkend codongebruik v&h albicans bleek het onmogelijk om expressie
te verkrijgen van het wild-typdBAX gen van muis-oorsprong. Een synthetische, codon-
geoptimaliseerde versie van dit gen resulteerdeiiwekpressie en veroorzaakte groei-inhibitie
en celdood. Door de expressie van een fusie-eiait Bax met Gfp kon het celdood
inducerende effect versterkt worden. We toondendzardit versterkend effect te wijten is aan
een verminderde proteolytische degradatie van tndsdhe Bax. Verder konden we, door
middel van dit fusie-eiwit aantonen dat@ albicans Bax met de mitochondrién colokaliseert
en dat de mitochondrién, als gevolg van Bax-expeg&ch groeperen in een gebied nabij de
kern. Dit was de eerste maal dat mitochondrlietering in verband met celdood, beschreven

werd in gist.

In het tweede hoofdstuk van de resultaten wordtsylethese en karakterisatie van het
antifungale peptide histatine 5 beschreven. Ditlsstische peptide bleek dezelfde secundaire
structuur te bezitten als het natuurlijke peptidebkeek in staat om celdood te inducererCin
albicansen S. cerevisiae. Vergeleken me€Candida wasSaccharomyces echter veel resistenter
voor histatine 5-geinduceerde celdood.

Twee belangrijke voordelen zijn aan histatine Sidateerde celdood verbonden vergeleken

met Bax-geinduceerde celdood. 1) Het is een ngtuudorkomend celdoodproces. Histatine 5
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komt voor in het speeksel bij hogere primaten wesrondermeer instaat voor het verhinderen
van bacteriéle en fungale infecties in de mondhd@i conditionele heterologe expressie van
Bax in Candida, daarentegen, zorgt voor een artificieel celdoodgs, aangezien Bax niet

voorkomt in gistcellen. 2) Histatine 5 wordt exteHalair aan de cellen toegevoegd. Dit heeft
als voordeel dat de binding van het peptide aancele(al dan niet aan een receptor),
internalisatie van het peptide en eventuele sigagdi naar latere evenementen in het

celdoodproces ook onderzocht kunnen worden.

In een volgende hoofdstuk wordt een verklaring gegevoor het verschil in gevoeligheid van
C. albicans en S. cerevisiae voor histatine 5. De gevoeligheid v8ncerevisiae en C. albicans
voor histatine 5 werd bepaald na een voorgroei dancellen in fermenteerbare en niet-
fermenteerbare koolstofbronnen en in de aan- okzfyheid van een ontkoppelaar van de
oxidatieve fosforylatieS. cerevisiae bleek resistenter voor histatine 5 indien de oceflegroeid
werden in een fermenteerbare koostofbron dan wanmgeeei gebeurde in een niet-
fermenteerbare koolstofbron. Dit wijst op een bgtgke rol voor de oxidatieve fosforylatie in
het histatine 5-geinduceerde celdoodproces. Ogriatifosforylatie is noodzakelijk voor
histatine 5-geinduceerde celdoodGandida albicans. Dit bleek echter niet het geval te zijn
voor S, cerevisiae, aangezieincubatie van CCCP-behandelfecerevisiae cellen met histatine

5 nog altijd in celdood resulteerde. Deze resuitateggereren dat histatine 5-geinduceerde
celdood inS. cerevisiae verschilt van histatine 5-geinduceerde celdoo@.ialbicans, met als
gevolg dat het modelorganisme voor het onderzoek Gaalbicans, S cerevisiae, niet kan

gebruikt worden voor het onderzoek naar histatigeimduceerde celdood @ albicans.

In het laatste hoofdstuk van de resultaten wordichmeven hoe we trachtten genen te
identificeren die betrokken zijn bij het histatiBegeinduceerde celdoodprocesdnalbicans.
Identificatie van functies die bij dit celdoodprecéetrokken zijn, kan bijdragen om het
moleculair werkingsmechanisme van histatine 5 betebegrijpen. Bovendien kunnen deze
functies gebruikt worden als doelwit voor de ontweling van nieuwe antifungale drugs. De
identificatie van deze functies werd ondernomen danhand van een screening van een
overexpressie bibliotheek en aan de hand van mienpanalyse. EerC. albicans cDNA
bibliotheek werd achter de induceerb&@&L2 promotor vanC. albicans gecloneerd in een
nieuw geconstrueerde replicatieve vect@.. albicans cellen, getransformeerd met deze
overexpressie bibliotheek, werden vervolgens betldndnet histatine 5 en de cDNA
fragmenten van de overlevende cellen werden gesequd Twee fragmenten kwamen
overeen met een volledig gefRX1, een thioredoxine eflPF2973, een gen met onbekende
functie. Aan de hand van groeitesten konden weoaant dat overexpressie vaRF2973 en

TRX1 groei beinvloeden in de aanwezigheid van histdiinéerder toonden we aan dat zowel
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overexpressie en deletie v&aGPR1 (IPF2973 vertoont 29% homologie m&PR1 van S.
cerevisiae) groei beinvioedt in de aanwezigheid watatine 5. Aan de hand van microarray
analyse van de vroege transcriptionele responvaibicans op een histatine 5 behandeling,
konden we 60 genen identificeren die een verangdrinexpressieniveau met tenminste een
factor 2 vertoonden, na incubatie van de cellen Imstatine 5. Vijftig van deze genen waren
opgereguleerd, tien waren neergereguleerd. De meesrgereguleerde genen, zijn genen die
een rol hebben in het carbohydraat, aminozuur g@delivetzuur metabolisme, wat erop wijst
dat histatine 5 ervoor zorgt dat de cellen hun bwisme stilleggen. De meeste van de
opgereguleerde genen (6 van de 10) hebben eeneamtekunctie, twee genen zijn betrokken
bij de stress-respons, één gen is een calciumpinatesend ATPase en één gen is betrokken bij
het lipide-vetzuur metabolisme. Uit deze 60 furstierden er 11 gekozen om de resultaten van
de microarray analyse te bevestigen aan de handRVa@-PCR. Verder toonden we aan dat
overexpressie van vijf van deze gen®®R1, DDR48, PGA3, SNF31 and CAT2) een invioed
hebben op de groei v&h albicansin de aanwezigheid van histatine 5.

Van de functies die we konden identificeren aanhdad van de screening van de cDNA
bibliotheek en aan de hand van microarray analjjaeer vier betrokken bij mitochondriale
respiratie of oxidatieve stresP@R1, CAT2, PGA3 en TRX1), twee hebben een functie in
nutrient sensing (GPR1 en SNF31), één heeft een onbekende functRF2973), en een ander is
betrokken bij stresDDR48). Aangezien vier van de geisoleerde functies (3@%de geteste
functies) een rol spelen bij mitochondriale rederaf oxidatieve stres?OR1, CAT2, PGA3
enTRX1) (deel llI, hoofdstuk 4) en we aangetoond heblmrogidatieve fosforylatie belangrijk
en zelfs noodzakelijk is voor histatine 5-geindudeeceldood in, respectievelifk cerevisiae

en C. albicans (deel Ill, hoofdstuk 2), kunnen we besluiten datzel cellulaire processen
belangrijk zijn voor histatine 5-geinduceerded oelll Ook genen die een functie hebben in
nutrient sensing (GPR1 en SNF31) kunnen blijkbaar een belangrijke rol spelen it thistatine
5-geinduceerde celdoodproces. Verder onderzoekdeanl van deze cellulaire processen in
het histatine 5-geinduceerde celdoodproces kantw@nleiden tot de identificatie van

meerdere genen die betrokken zijn bij dit celdoodes.

De functies die de cel gevoeliger maken voor lhistab (indien ze overgeéxpresseerd worden)
zijn betrokken bij het transport van moleculen (NADacetyl-CoA) in de mitochondrién
(POR1 enCAT2) of zijn betrokken bij de stress-respoDR48). De functies die interessante
doelwitten zijn voor de ontwikkeling van nieuwe ifumgale drugs zijn functies die, indien ze
gedeleteerd worden, zorgen voor een meer gevoel@®type voor externe stress (zoals
incubatie met histatine 5). We zijn er in geslaagd één zo’'n functie te identificeren, Gprl.

Verder onderzoek moet ons leren of Gprl kan gebmdtden als moleculair doelwit voor de
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Samenvatting en besluit

ontwikkeling van nieuwe antifungale drugs. Anderegelijke kandidaten zijTRX1, IPF2973,
PGA3 en S\F31, aangezien overexpressie van deze genen de ceBestenter maakt voor
histatine 5. Deletiestudies moeten echter nog wvitgel worden om te bepalen of
deletiestammen van deze functies een gevoeligetyiea vertonen.

Dit doctoraatswerk heeft uiteindelijk geleid totkete kandidaten die gebruikt kunnen worden
als doelwit voor de ontwikkeling van nieuwe antdate drugs. Verder hebben we het Bax-
geinduceerde celdoodprocesdnalbicans en het histatine 5-geinduceerde celdoodproc€s in
albicans en S. cerevisiae meer in detail onderzochik hoop dat dit werk een startpunt kan zijn
voor andere projecten in de zoektocht naar nieuituagale middelen.
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Abstract

The yeast transcriptional response to murine Bax expression was compared with the changes induced by H,O, treatment via
microarray technology. Although most of the Bax-responsive genes were also triggered by H,O, treatment, OYE3, ICY2, MLSI1
and BTN2 were validated to have a Bax-specific transcriptional response not shared with the oxidative stress trigger. In knockout
experiments, only deletion of O YE3, coding for yeast Old yellow enzyme, attenuated the rate of Bax-induced growth arrest, cell death
and NADPH decrease. Lipid peroxidation was completely absent in AO YE3 expressing Bax. However, the absence of O YE3 sensi-
tized yeast cells to H,O,-induced cell death, and increased the rate of NADPH decrease and lipid peroxidation. Our results clearly
indicate that O YE3 interferes with Bax- and H,O,-induced lipid peroxidation and cell death in Saccharomyces cerevisiae.
© 2005 Federation of European Microbiological Societies. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Old yellow enzyme; Bax; Cell death; Oxidative stress; NADPH decrease; Lipid peroxidation

1. Introduction

Apoptosis is an evolutionarily conserved cell death
process that eliminates unwanted cells that are damaged,
aged, infected or useless, and plays important roles in
embryonic development and in maintenance of tissue
homeostasis [1]. Apoptosis is characterized by a number
of morphological changes, including cell rounding and
shrinkage, chromatin condensation, oligonucleosomal
DNA cleavage, plasma membrane ruffling, and packag-
ing of the contents of a dying cell into small mem-
brane-bound vesicles [2,3]. Another typical feature of
apoptosis is the exposure of phosphatidylserine on the

* Corresponding author. Tel.: +32 9 331 3631;
fax: +32 9 331 3502/3609.
E-mail address: roland.contreras@dmbr.ugent.be (R. Contreras).

outer leaflet of the plasma membrane [4]. Many of the
typical biochemical and morphological changes in apop-
totic cells are mediated by the proteolytic action of cys-
teine-dependent aspartate-specific proteases, designated
caspases [5,0].

In yeast, apoptosis-like cell death is observed (i) in cells
with a defective cell cycle [7], (i1) upon inactivation of Asf1
[8], Cdc13 [9], or Stm1 [10], (iii) in aged cells [11-13], (iv)
after treatment with H,O, [14], acetic acid [15], high salt
[16], osmotin [17], a-factor [18], UV irradiation [19], and
synthetic compounds [20-22], as well as (v) when there
is nutrient imbalance [23]. Furthermore, the caspase-like
protein Ycal and the nuclear serine protease Nmalll
are involved in yeast apoptosis-like cell death [24,25].

Members of the Bcl-2 (B-cell lymphoma) family of
proteins are important regulators of apoptosis. This
family is composed of anti-apoptotic members (such as

1567-1356/$22.00 © 2005 Federation of European Microbiological Societies. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.
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Bcl-2 and BxI-X} ), pro-apoptotic members (such as Bax
and Bak), and a large group of BH3-only death proteins
that trigger apoptosis or sensitize for it. The ratio be-
tween anti- and pro-apoptotic proteins determines the
susceptibility of a particular cell to apoptosis [26-28].
Hyperexpression of the pro-apoptotic protein Bax is suf-
ficient to induce apoptosis in mammalian cells [29]. In
addition, ectopic overexpression of Bax is toxic to Sac-
charomyces cerevisiae [30,31], inducing a variety of mor-
phological abnormalities, including loose chromatin
condensation, mitochondrial swelling, DNA strand
breaks and plasma membrane blebbing [31,32]. How-
ever, there is no evidence for compact chromatin con-
densation or oligonucleosomal DNA degradation [31],
probably due to the absence of linker DNA between
yeast nucleosomes [33]. Bax toxicity is also observed in
other organisms [34-38].

In mammalian and S. cerevisiae cells, Bax is targeted
to mitochondria [31,39], inserts into their membranes
[40,41], triggers cytochrome ¢ release [42,43], and in-
duces the production of reactive oxygen species
[14,29]. Its expression induces mitochondrial damage
[44,45], and leads to mitochondrial dysfunction [43,46],
probably due to the formation of a channel in the outer
mitochondrial membrane [47] by direct pore formation
[48,49]. The precise mechanism of mitochondrial perme-
abilisation remains unclear [50] and different molecular
mechanisms have been proposed [51]. In mammalian
cells, Bax-mediated alterations in mitochondrial and
endoplasmic reticulum Ca®* levels serve as upstream
signals for cytochrome c¢ release [52-55].

Several yeast mutants impaired in Bax-induced yeast
cell death have been selected [46,56-62] and several sup-
pressors of Bax-induced yeast cell death have been
discovered [63-70]. Together, these mutants and sup-
pressors implicate mitochondrial physiology, oxidative
stress, vesicular transport and autophagy in determining
the final effect of Bax toxicity.

To focus on the mechanism by which oxidative stress
is elicited following Bax protein expression, one has to
theoretically subtract from the cellular effects of Bax
those effects that are caused by the oxidative stress asso-
ciated with its expression. In the present study, the tran-
scriptional response to Bax expression in S. cerevisiae
was compared with that elicited by an equally toxic
H,O, treatment, using microarray technology.

2. Materials and methods
2.1. Cloning of the mouse Bax coding sequence

cDNA encoding the mouse Bax-o protein (EMBL
L22472) was amplified from an EL4/13.18 mouse thy-

moma cDNA library (BCCM™/LMBP-LIB15) by
PCR (Polymerase Chain Reaction) using Pfu DNA

polymerase (Stratagene, La Jolla, CA) and the primers
5'-ATGGACGGGTCCGGGAGCAG-3’ and 5'-TCA-
GCCCATCTTC-TTCCAGATGGTGAG-3'. The resul-
tant PCR product was cloned using standard procedures
in a Hincll-opened pUC19 plasmid [71], to produce
pUCI19B.

2.2. Plasmid constructions

The 2-mu ori and the URA3 marker gene were con-
secutively excised from pUT332 [72] by digestion
followed by self-ligation using Clal and Bgl/ll, respec-
tively, to produce YIpUT332. A BamHI-HindIIl
fragment containing the GALI promoter was then
ligated into the Bg/Il-HindIll-opened YIpUT332 plas-
mid, thereby obtaining YIpUTGALIlp. This plasmid
was linearized with HindIll, end-blunted, digested with
Xbal, and ligated to an Fspl-Xbal fragment containing
the FLPI terminator, creating plasmid YIpUT. Inser-
tion of a Ty & element as a blunted-ended EcoRI-BsaAl
fragment in the Kpnl-Aatll-opened and blunted YIpUT
resulted in YIpUTy. Subsequent insertion of the LEU2
marker gene, as a blunted BsaAl-BsrGIl fragment, in
the BamHI-opened and blunted YIpUTy created plas-
mid YIpUTyL (pSCTyGALI1-L) (LMBP 4913). Mouse
bax cDNA was excised from pUC19B by digestion with
Xbal and HindlII and subcloned into the Xbal-HindIII-
opened plasmids pSCTyGALI1-L and p415GALL [73]
(LMBP 4032), obtaining pSCTyGALImBAX-L (LMBP
3871) as an integrative expression plasmid for GALI-
driven Bax expression, and p415GALLmBAX (LMBP
4575) as a centromeric plasmid for GALL-driven Bax
expression. Plasmids indicated with an LMBP number
were deposited at BCCM (http://www.dmbr.Ugent.be/
Imbp).

2.3. Yeast strains and growth conditions

The S. cerevisiae strains used were INVScl (MATo
his3A1 leu2-3, 112 trp1-289 ura3-52) (Invitrogen, Gai-
thersburg, MD), BY4742 (M ATao his3A1 leu2A0 [ys2A0
ura3A0), and their knockout derivatives (Euroscarf,
Frankfurt, Germany). Yeast strains were grown at
30 °C and 250 rpm in rich YPD-medium (2% glucose,
2% Bacto-peptone, 1% yeast extract) or SD-medium
(2% glucose, 0.67% yeast nitrogen base, 0.5% ammo-
nium sulphate), either minimally supplemented (mini-
mal SD-medium) with amino acids (0.2 mM leucine,
0.2 mM lysine, 0.1 mM histidine, 0.1 mM tryptophan)
and 0.2 mM uracil, or fully supplemented (synthetic
SD-medium) with a complete amino acid mix containing
uracil. For transformant selection, leucine was dropped
out (selective SD-medium) where appropriate. SG-
medium, used for the induction of the galactose regu-
lated promoters, differs from SD-medium only by the
replacement of glucose with 2% galactose as carbon
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source. To prepare plates, media were solidified with 2%
agar. The S. cerevisiae strains were transformed by the
lithium acetate method [74], and selected on leucine-defi-
cient SD-plates. The pSCTyGALI-L and pSCTy-
GALImBAX-L plasmids were linearized at the Ty &
element with X7l prior to transformation to ensure tar-
geted integration. INVScl and BY4742 strains were
used for integrative and episomal transformation,
respectively.

2.4. RNA preparation following Bax expression or H;O,
treatment

2.4.1. Induction of Bax expression — precultures of strains

INVScl::pSCTyGALImBAX-L  and  INVScl:
pSCTyGALI-L were grown overnight in selective mini-
mal SD-medium. They were diluted at least 500-fold in
the same growth medium and grown to an ODgqq of 1.0.
Subsequently, the cells were washed three times with
water, resuspended in 100 ml selective minimal SG-med-
ium, and incubated for 1 h.

2.4.2. Challenge with H>0,

The yeast strain INVScl::pSCTyGALI-L was grown
as described above, but the selective minimal SG-med-
ium was supplemented with different concentrations of
H,0, ranging from 0.1 to 0.5 mM.

2.4.3. Total RNA extraction

After a 1 h of Bax protein induction, H,O,-treatment,
or mock-treatment, about 10° cells were harvested by
centrifugation at 2200g for 5 min at 4 °C, and washed
with ice-cold sterile water. Cells were then combined
with 1 ml RNApure™ reagent (Genhunter Corporation,
Nashville, NY) and 1 g of glass beads (0.5 mm diame-
ter), and broken by thorough mixing. The lysate was
combined with 150 pl chloroform and centrifuged at
20,000g for 10 min at 4 °C. The RNA in the supernatant
was precipitated with an equal volume of isopropanol
for 10 min on ice, pelleted at 20,000g for 10 min at
4°C, and washed with 70% ice-cold ethanol. The
RNA was resuspended in 50 pl RNAse-free water. Typ-
ically, about 1 mg total RNA could be extracted from
10° cells. The purity and quality of the RNA prepara-
tions were checked by spectrophotometry (A»go/A2g0
and 4,0/ A230) and by an RNA assay using the Agilent
2100 bioanalyzer (Agilent Technologies, Waldbronn,
Germany).

2.5. Gene expression profiling using microarray
technology

2.5.1. Construction of the microarrays

The yeast microarrays consisted of 70-mer oligos
(Qiagen, Hilden, Germany) spotted on Type VII
silane-coated slides, and represented 6307 well-charac-

terized yeast genes with high specificity. The oligos were
designed for optimal discriminatory potential between
homologous genes. The microarrays were kindly pro-
vided by the Microarray Department of the Swammer-
dam Institute for Life Sciences at the University of
Amsterdam.

2.5.2. RNA amplification and labeling

RNA was amplified in duplicate using a modified
version of the in vitro transcription procedure [75].
Briefly, 5pg total RNA was converted to double
stranded cDNA using 5-GGCCAGTGAATTGTAA-
TACGACTCACTATAGGGAGGCGGT4(ACG)-3’
(Eurogentec, Seraing, Belgium) as anchored oligo-dT
containing the T7 promoter. RNA was transcribed
from this cDNA using T7-in vitro transcriptase to pro-
duce 10-30 pg amplified RNA. From the latter, 1 pg
was labeled with the CyScribe Direct™ mRNA labeling
kit (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ) in either
Cy3 or Cy5 (Amersham Biosciences), and purified
using the CyScribe™ GFX™ purification kit (Amer-
sham Biosciences). The resultant probes were analyzed
for amplification yield and incorporation efficiency by
measuring the RNA concentration at 280 nm, Cy3
incorporation at 550 nm, and Cy5 incorporation at
650 nm using a Nanodrop spectrophotometer (Nano-
Drop Technologies, Rockland, DE). Typically, a label-
ing density of 44 pmol CyDye ug~' was obtained,
corresponding to an incorporation rate of one fluoro-
chrome each 70 nucleotides. For each probe, 40 pmol
of incorporated Cy5 or Cy3 were added to 210 ul
hybridization solution containing 50% formamide and
0.1% SDS in 1x Hybridization Buffer (Amersham
BioSciences).

2.5.3. Array hybridization and post-hybridization
processes

Hybridization and post-hybridization washings were
performed at 37 °C in an Automated Slide Processor
(Amersham BioSciences, Piscataway, NJ). Post-hybrid-
ization washing was performed in 1 x SSC, 0.1% SDS,
followed by 0.1xSSC, 0.1% SDS, and finally
0.1 x SSC. Arrays were scanned at 532 and 635 nm
using the Agilent DNA MicroArray scanner (Agilent
Technologies, Waldbronn, Germany). Images were
analyzed with ArrayVision™ (Imaging Research Inc,
Ont., Canada), and spot intensities were measured as
median intensities corrected for local background
(sMedianDensity). Data were normalized for dye inten-
sity differences using a Lowess-procedure [76] between
ratio log, (Cy5/Cy3) and average signal intensity
log,(Cy5 x Cy3). Signals from non-yeast controls could
not be distinguished from background. Subsequently,
between-slide normalization was performed with the
MARAN web application (http://www.esat.kuleu-
ven.ac.be/maran) using a generic model for sequential
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analysis of variance [77]. Regulated gene candidates
were selected when expression level changes were at
least 2-fold, the coefficient of variation between the ra-
tios was <0.5, and the signal to background ratios were
at least 10.

2.6. Subtractive gene expression profiling strategy

The normalized data of the Bax-responsive genes
were compared with the normalized data obtained after
H,0, treatment in order to eliminate the common gene
expression changes. The Bax-specific genes were defined
as those Bax-responsive genes for which the expression
level due to Bax was at least 2-fold more manifest or
in the opposite sense compared with the expression dif-
ference due to H,0,.

2.7. Real-time quantitative polymerase chain reaction

Total RNA (5 pg of the same pool used in primary
gene expression profiling) was incubated with 2 units
of RQ1 RNAse-free DNAse (Promega, Madison, WI)
at 37°C for 30 min. The volume was adjusted to
200 pl with RNAse-free water and the mixture desalted
using Microcon-YM100 (Millipore, Billerica, MA). The
eluate, typically about 5 pl, was added to 2 pg oligo-dT,
the volume adjusted to 10 pul with RNAse-free water,
and the mixture incubated at 70 °C for 10 min. After
cooling on ice, the following components were added:
first-strand buffer (Life Technologies, Paisley, UK),
3.3 mM dithiothreitol, 40 units RNase Block (Strata-
gene, La Jolla, CA), 1 mM of each dANTP (Amersham
Pharmacia Biotec, Uppsala, Sweden), and 200 units
Superscript II reverse transcriptase (Life Technologies).
The 25 pl mixture was incubated for 1 h at 42 °C. The
resulting first-strand cDNA was used as a template for
the subsequent real-time quantitative polymerase chain
reaction (RT Q-PCR), which was performed in
1 x SYBR Green PCR buffer containing ROX as passive
reference (Eurogentec, Seraing, Belgium), 3.5 mM
MgCl,, 0.2 mM of each dNTP, 300 nM primers and
0.025 units of Ampli7ag Gold® DNA polymerase.
SYBR Green was used at a 1:66,000 dilution. RT
Q-PCR amplification was performed in triplicate using
the following conditions: 50 °C for 2 min and 95 °C
for 10 min, followed by 40 cycles at 95 °C for 15s and
60 °C for 1 min. The gradual increase in fluorescence
due to the formation of a complex between SYBR
Green and double-stranded DNA was monitored in
real-time using an ABI prism 7700 (Perkin—-Elmer
Applied Biosystems, Foster City, CA). Primers were
designed with the assistance of the PrimerExpress™ soft-
ware (Perkin—Elmer Applied Biosystems). The following
forward and reverse gene-specific primers were used: 5'-
ACGTTTACGATATCAGGAAGGATTGT-3’  and
5'-AGCTTCTTTGACGTAGTCCTGGTT-3' (PRCI);

5'-GAATGCTCCTGTGAACACCTATATGA-3' and
5'-TGATCGCGTCGTAGAGATTAACTT-3' (MLSI);
5'-GGCTGTTGGTTTGAGTGACTCTTT-3' and 5'-
CGACCATATCTCTCAACAACGTAAA-3 (HXT7);
5'-AGACAGGAGTAAAAGAAGAAGGTTCAAA-3'
and 5'-CCGGTGTCAGACCAGGATATCTAT-3’
(YILI27C); 5-GGTAAGCCAGGCGATGAGATT-3’
and 5-TTGTTCATGCGATTGCAAATTT-3' (STF2);
5'-AAACGAGGTGTCAGCAGTGTCATA-3" and 5'-
CTTTACCTGACCTGAATGTCTACCAA-3 (CYC7);
5'-GAGTCAGAATGCACGCACACTAA-3' and 5-GC-
GGCGTTGCCGTTAA-3' (ICY2); 5'-GGCTGCTCA-
AAAGTCTTTCAGAAT-3" and 5-TCCAGTTTCTT-
CTCTTAGCGTTGTAA-3" (RPL39); 5'-CGCCGAT-
GGTGTAGAAATTCAT-3' and 5-CGATCGTTCC-
GCCGTATT-3' (OYE3); 5-CCAGTGAGCTATTAT-
CCAGAATGTAAA-3" and 5-GCATACCTCAAA-
GGTTCTGAACAA-3’ (BTN2); 5-TGAAGCCGAA-
AATTGTGTTGTT-3’ and 5-GTATATAGCTT-
CAAAAGCTTGGTAAATTTCT-3 (TBPI); and
5'-AATATATCATCAGTGACAGGTGCCATT-3' and
5'-AGCGCCTGTAGCGAAATCA-3" (UBCI). TBPI
and UBCI were used as reference genes for normaliza-
tion. Specificity of the amplicons generated during the
PCR reactions was confirmed by melting curve genera-
tion using Dissociation Curves 1.0 supplied by the
manufacturer (Perkin—Elmer). Gene expression was
quantified on the basis of the threshold cycle values
(Cy at which a statistically significant increase in
ROX-normalized fluorescence intensity was first de-
tected. The Ci-value (as the mean of three independent
RT Q-PCR reactions) for the gene of interest (target)
was normalized to both reference genes within each sam-
ple, and this normalized target value was compared be-
tween the samples of interest (Bax expression or H,O,
treatment) and the control sample (untreated), generating
a AAC, value. The normalized level of target mRNA in
the sample relative to the control was expressed as 24,

2.8. Growth assay

Precultures were grown overnight in selective syn-
thetic SD-medium, diluted at least 500-fold in the same
growth medium, and grown to early logarithmic phase.
The cultures were washed three times and resuspended
at 5x 107 cellsml™! in sterile water. A sample of 5 pl
from each suspension (250,000 cells) was then inocu-
lated in 195 pl selective synthetic SD- or SG-medium
(Honeywell plate format). Cells were grown at 30 °C
for 72 h with intermittent shaking for 10s at 10 min
intervals. Growth was assayed using a Bioscreen C
(Labsystems, Helsinki, Finland), measuring optical den-
sities every hour. The logistic growth curve was chosen
for modeling purposes [78], and the growth rate of each
culture was calculated based on the parameters of the
fitted growth equation (R* > 0.999).
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2.9. Clonogenic survival assay

Precultures were grown overnight in synthetic SD-
medium (leucine drop-out in the case of transformants),
diluted at least 500-fold in the same growth medium,
and grown to early logarithmic phase. The cells were
washed three times with sterile water if the carbon
source had to be switched from glucose to galactose.
For induction of Bax expression, cells were resuspended
in selective synthetic SG-medium. After specific time
intervals, 1000 colony-forming units, estimated from
measurement of ODgog, were plated on synthetic semi-
solid SD-medium (leucine-deficient in the case of trans-
formants) using 4-mm diameter sterile glass beads. The
plates were incubated for 3 days and colonies were
counted automatically with the Scanalyzer (LemnaTec,
Wiirselen, Germany). For each time point, percentage
survival was calculated with reference to the mock
treatment.

2.10. Immunological detection of Bax protein

About 10® cells were harvested by centrifugation at
2200g and washed with sterile water. They were broken
with 0.5 g glass beads (0.5 mm) by vigorous vortexing
for 5min in 200 pl ice-cold lysis buffer (50 mM Tris—
HCI, pH 8, 0.1% Triton X-100, 0.5% SDS) containing
1 x Complete™ protease inhibitor (Roche, Basel, Swit-
zerland). The lysate was then centrifuged at 6000g for
5 min at 4 °C to remove cell debris and glass beads. Pro-
tein concentrations were determined with the Bicin-
chonic Acid Protein assay (Pierce, Rockford, IL).
Samples (30 ug) were fractionated by SDS-PAGE
(15% acrylamide) and transferred to nitrocellulose mem-
branes (Schleicher & Schuell, Dassel, FRG). Mem-
branes were blocked overnight with 2% skimmed milk
in PBS supplemented with 0.05% Tween-20, and probed
with a mouse anti-Bax monoclonal antibody (B9,
sc-7480) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA),
followed by horseradish-conjugated goat anti-mouse
IgG (Sigma, St. Louis, MO). The protein bands were
visualized by chemiluminescence using Western Light-
ning™ (Perkin—Elmer Life Sciences, Boston, MA).

2.11. NADPH assay

BY4742 and AOYE3 yeast cells transformed with
p415GALLmBAX were grown in selective synthetic
SD-medium. Samples were taken prior to the carbon
switch (0 h) and at three additional time points (6, 12
and 24 h) after resuspension in selective synthetic SG-
medium. To extract the pyridine nucleotides from the
yeast, about 10% cells were harvested, washed three times
with ice-cold water, and resuspended in 250 pl ice-cold
extraction buffer (100 mM Tris-HCl, pH &, 10 mM
EDTA and 0.05% Triton X-100). Cells were broken with

0.5 g glass beads (0.5 mm) by vigorous vortexing for
Smin at 4 °C. The lysates were centrifuged at 6000g
for 5min at 4 °C, and the supernatants were analyzed
immediately. NADPH was assayed spectrophotometri-
cally (Shimadzu, Kyoto, Japan) as described [79] and
NADPH concentrations were normalized to the protein
contents of the samples.

2.12. Assays for oxidative protein and DNA damage

BY4742 p4l5GALLmBAX transformants were
grown in selective synthetic SD-medium and reference
samples were taken prior to the carbohydrate switch
(0h). Upon resuspension in selective synthetic SG-
medium, cells were harvested at additional time points
(12 and 24 h).

2.12.1. Assay for oxidative protein damage

Approximately 3 x 10% cells were harvested, washed
with sterile water, and broken with 0.5 g glass beads
(0.5 mm) in 200 pl ice-cold breaking buffer (15% glyc-
erol, 2 mM EDTA) containing 1 x Complete™ protease
inhibitor (Roche, Basel, Switzerland). Beads and cell
debris were removed by centrifugation, and protein con-
centrations were determined. Oxidative protein damage
was determined [80] by reaction with 2,4-dini-
trophenylhydrazine (DNPH) [81] using the OxyBlot™
Oxidized Protein Detection Kit (Intergen, Purchase,
NY). DNP-derivatized proteins were detected using a
rabbit anti-DNP antibody and horseradish-conjugated
goat anti-rabbit IgG. The protein dots were visualized
by chemiluminescence using Western Lightning™ (Per-
kin—Elmer Life Sciences, Boston, MA), and the signals
were analyzed with the LumiAnalysis™ image analysis
software (Roche, Basel, Switzerland). The dot blots were
then washed extensively, and the proteins were stained
with Amido Black (0.1% in 45% methanol/10% acetic
acid) for 15 min. After destaining with 45% methanol/
10% acetic acid, the signal was analyzed using the Quan-
tity One® program (BioRad, Richmond, CA), and the
immunostaining signals were normalized to the total
protein content of the dot.

2.12.2. Assay for oxidative mitochondrial DNA damage

Total DNA was prepared from 3 x 10® cells using Mas-
terPure™ (Epicentre, Madison, WI) according to the
guidelines provided by the manufacturer. DNA concen-
tration was determined using the PicoGreen® dsDNA
Quantitation Kit (Molecular Probes, Eugene, OR) and
the CytoFluor fluorescence reader (PerSeptive Biosys-
tems, Framingham, MA), employing A DNA as standard.
Oxidative mitochondrial DNA damage was measured by
quantitative PCR, as the degree by which the amplifica-
tion of a large (error-prone) amplicon (6.9 kb) was ham-
pered relative to a short (error-resistant) amplicon
(0.3 kb) of the mitochondrial COXI gene [82].
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2.13. Assay for lipid peroxidation

BY4742 and AOYE3 yeast cells transformed with
p415GALLmBAX were grown in selective synthetic
SD-medium. Samples were taken prior to the carbohy-
drate switch (0 h) and at two additional time points
(12 and 24 h) after resuspension in selective synthetic
SG-medium. BY4742 and AOYE3 yeast cells were
grown in synthetic SD-medium and treated with 0.5,
1.0 or 2.0 mM H,0, for 30 min. The extent of lipid per-
oxidation was measured by thiobarbituric acid (TBA)
reactivity with malondialdehyde (MDA). About
5x 10® cells were washed with sterile water and resus-
pended in 125 pl 25% HCIL. Next, 125 pl of 1% (w/v)
TBA in 50-mM NaOH were added. Tubes were incu-
bated at 85 °C for 30 min and cooled. The chromogen
was extracted by the addition of 250 ul 1-butanol, vigor-
ous vortexing, and centrifugation for 1 min at 6000g.
The upper organic phase was used for fluorescence anal-
ysis (excitation: 530 nm, emission: 590 nm) using a
CytoFluor fluorescence reader (PerSeptive Biosystems,
Framingham, MA). To determine the MDA concentra-
tion in the samples, 1,1,3,3-tetramethoxypropane, an
MDA precursor in mild acidity [83], was used as a stan-
dard at concentrations ranging from 2 to 200 pM.

3. Results

3.1. Achieving equal toxicity with Bax protein expression
and H,0; treatment

S. cerevisiae cells (INVScl strain) were transformed
with the expression plasmid pSCTyGALImBAX-L or
with the parental plasmid pSCTyGALI1-L. The Ty 6 ele-
ment present in both plasmids allowed stable single-
copy integration in the INVScl genome, as confirmed
by Southern analysis (data not shown).

Induction of Bax expression resulted in a time-depen-
dent increase in the amount of dead cells, with 10% of
the cells dying within 1 h of Bax induction. For compar-
ison of Bax-induced with oxygen stress-induced cell
death, we optimized the H,O, dose so that, under the
same growth conditions, a 1-h treatment would be as
lethal as 1h of Bax induction. Yeast cells were chal-
lenged with increasing concentrations of H,O, and the
percentage of cell death after 1 h was determined by sur-
vival assay. Incubation in 0.1 mM H,O, for 1 h resulted
in the same level of mortality observed after 1 h of Bax
induction (data not shown).

3.2. Comparison of the transcriptional responses upon
Bax expression and H,0; treatment

Total RNA was extracted after a 1-h Bax-induction,
a 1-h mock (control) or H,O, treatment (0.1 mM), and

used for microarray transcriptional profiling. The exper-
iment had a triangular loop design comprising control
(green) versus Bax (red), Bax (green) versus H,O,
(red), and H,O, (green) versus control (red). Digital
images of the fluorescent signals from the hybridized
slides were normalized for dye intensity differences by
Lowess fitting and for between-slide normalization using
MARAN for variance analysis. Inspection of the signals
revealed that 75 genes had mRNA steady-state levels
that changed at least 2-fold after 1 h of Bax induction
(Table 1).

Next, the changes in normalized spot intensity due to
Bax expression and due to H,O, treatment were com-
pared, focusing on the 75 Bax-responsive genes. Out of
these genes, we could detect nine genes for which the
mRNA expression level changed to a higher degree with
Bax expression than with H,0, treatment (PRCI,
MLS1, HXT7, YILI127C, STF2, CYC7, ICY2, OYE3,
BTN2). We also detected one gene for which the tran-
scriptional level was downregulated by Bax but upregu-
lated by H,O, (RPL39) (Table 2). These 10 genes were
designated as Bax-specific transcriptional response
candidates.

The level of expression of the 10 Bax-specific candi-
date genes was verified by a real-time PCR procedure
relative to the genes TBPI and UBCI, for which the
transcript levels remained stable upon Bax-expression
or H,0, addition (data not shown). The primers used
for this validation are listed in Section 2. Four of the
10 candidate genes (MLSI, OYE3, ICY2 and BTN2)
were confirmed to have a Bax-specific transcriptional
regulation (Table 2). We next wanted to determine
whether knockout of these genes influenced Bax-induced
cell death.

3.3. Bax-induced cell death in strains knocked out for
genes specifically responsive to Bax

The plasmids p415GALL and p415GALLmBAX
were transformed into BY4742, AMLSI, AOYES3,
AICY2 and ABTN2, and their transformants were ana-
lyzed by a growth assay in selective synthetic SG-
medium (Fig. 1). For the empty vector transformants,
the growth of all four knockout strains did not differ
from that of the control BY4742. For p415GALL-
mBAX transformants, the growth rate of AOYE3 was
higher than that of BY4742, but none of the other three
knockout strains demonstrated any difference. Besides
visual inspection, a logistic growth curve [78] was used
for modeling purposes. The growth rate was calculated
as the first derivative at the inflection point, and the
growth rate ratio of the Bax-expressing population to
the control transformant was calculated for each strain
(Fig. 1). The absence of OYE3 resulted in a 19.5% (stan-
dard deviation: 4.0%) improvement in the growth rate
ratio of the Bax-expressing population.
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Classification of the 75 Bax-responsive genes determined by microarray transcriptional profiling
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ORF Gene Description Fold change
Carbohydrate metabolism

YNLII7TW MLSI Malate synthase (glyoxylate cycle) +2.09
YBR218C PYC2 Gluconeogenic pyruvate carboxylase, NADPH regeneration —2.08
YMRI69C ALD3 Aldehyde dehydrogenase, induced by oxidative shock —2.50
Cell polarity

YKRO55W RHO4 Ras homolog involved in actin filament organisation -2.70
Degradation

YMR297W PRCI Carboxypeptidase Y (Proteinase C) for vacuolar protein catabolism +2.29
YLL0O39C UBI4 Ubiquitin, transcriptionally induced in stress conditions +2.10
YBR208C DURS0 Urea amidolyase, degrades urea to CO, and NH; —2.00
YBR058C UBPI14 Ubiquitin-specific protease, negative regulator of gluconeogenesis —2.04
YLR351C NIT3 Hydrolase acting on carbon-nitrogen (no peptide) bonds —2.08
YGR020C VMA7 Subunit f of vacuolar H © -ATPase, for vacuolar acidification -2.17
DNA synthesis

YNLIO2W POLI DNA polymerase I a-subunit p180 +2.12
YMR234W RNHI Ribonuclease H1, involved in DNA replication +2.12
YJRO68W RFC2 Replication factor C, involved in cell cycle checkpoint +2.10
Energy generation

YBRO39OW ATP3 v-Subunit of the F; sector of mitochondrial F\F, ATP synthase +2.18
YPLO78C ATP4 Subunit b of the stator stalk of mitochondrial F1F, ATP synthase +2.16
YGL256 W ADH4 Alcohol dehydrogenase type IV for glucose fermentation +2.00
YGROOSC STF2 Stabilizing factor of the F;Fy, ATP synthase —2.04
YEL039C cycs Cytochrome c¢ isoform 2 involved in mitochondrial electron transport —2.08
Intracellular transport

YPL094C SEC62 Membrane component of ER protein cotranslocation apparatus +2.16
YBLIO2W SFT2 Protein involved in Golgi-to-endosome transport +2.06
YMRI9SW ICY1 Protein involved in nuclear transport —2.13
YPL250C 1cy2 Protein involved in nuclear transport —2.17
YJRO58C APS2 Protein involved in vesicle-mediated transport -2.17
YNLO36 W NCEI03 Endogenous substrate for nonclassical export -2.27
YGRI{42W BTN2 Protein involved in intracellular protein transport —2.50
YERIO3W SSA4 Membrane component of ER protein cotranslocation apparatus —3.13
Lipid metabolism

YGRIS7TW CHO2 Phosphatidyl-ethanolamine N-methyltransferase —2.13
YPLI7IC OYE3 NADPH dehydrogenase, possibly involved in sterol metabolism -2.22
Protein modifications

YERI23W YCK3 Protein involved in amino acid phosphorylation +2.27
YKLO3SW UGPI UTP-glucose-1-phosphate uridylyltransferase for glycosylation —2.13
YGRI61C RTS3 Protein involved in amino acid dephosphorylation —2.78
Protein synthesis

YOL077C BRX1 Essential protein required for biogenesis of the 60S ribosomal subunit +2.55
YOL040C RPS15 Protein component of the 40S ribosomal subunit —2.00
YJLISOW RPL39 Protein component of the 60S ribosomal subunit -2.22
YERO35W EDC2 RNA-binding protein, activates mRNA decapping —2.56
Small molecule transport

YDR342C HXT7 Glucose, fructose and mannose transporter activity +2.06
YDR040C ENAI P-type ATPase sodium pump for sodium ion transport —2.00
YMROIIW HXT2 Glucose, fructose and mannose transporter activity —2.63
YJR049C UTRI Protein involved in iron homeostasis -2.70
YHR094C HXTI Glucose, fructose and mannose transporter activity —2.94
Stress response

YHRIO6W TRR2 Mitochondrial thioredoxin reductase, response to oxidative stress -2.17
YDR258C HSP78 Protein involved in folding of some mitochondrial proteins -2.17
YBR203W COS111 Protein required for resistance to the antifungal ciclopiroxolamine —-2.22
YKROI3W PRY2 Protein similar to pathogen related proteins —2.44
YPLIS2W RRD2 Protein responding to osmotic stress —2.63

(continued on next page)
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ORF Gene Description Fold change
Transcription factor

YMR270C RRN9 RNA polymerase I upstream activator subunit +2.15
YGL209W MIG2 Involved in repression of invertase expression by high glucose —2.13
YFLO2IW GATI Transcriptional activator involved in nitrogen catabolite repression —2.33
YGLO35C MIGI Transcription factor involved in glucose repression —2.38
YML099C ARGS81 Regulator of arginine-responsive genes —2.44
Unknown

YPR002C-A Protein of unknown function +2.80
YDR525W-A SNA2 Protein of unknown function +2.65
YDR396 W Protein required for cell viability +2.63
YKLI102C Protein of unknown function +2.39
YMRO46 W-A Protein of unknown function +2.32
YGLO29W CGRI May contribute to compartmentalization of nucleolar constituents +2.25
YNLI56C NSG2 Potential homolog of mammalian Insig 1 +2.16
YDR034C-A Protein of unknown function +2.11
YMRIISC Protein of unknown function +2.10
YBLO43W ECMI3 Protein of unknown function +2.09
YGRI22C-A Protein of unknown function +2.07
YDRO51C Protein of unknown function +2.06
YBROS6 W Protein of unknown function +2.04
YPL282C Protein of unknown function +2.03
YDRO33W MRHI Membrane protein related to Hsp30p +2.00
YPR09IC Protein of unknown function —2.00
YNLI34C Protein with alcohol dehydrogenase (NADP™) activity —2.00
YILI27C Protein of unknown function —2.04
YLRI0OSC Protein of unknown function —2.04
YKR0O75C Protein of unknown function; expression regulated by Rgtl —2.08
YDR0O70C FMPI6 Found in mitochondrial proteome -2.17
YFLO62W COS4 Subtelomerically encoded protein of unknown function —-2.22
YBR285W Protein of unknown function -2.27
YER0O85C Protein of unknown function —2.33
YNRO34W-A Protein of unknown function —2.38

After a 1-h induction of Bax protein expression, RNA was extracted and used for a comprehensive analysis of the transcript steady-state levels. As a
control, the same culture conditions were used for yeast harboring the empty vector. Following RNA extraction, the expression level changes due to
Bax expression were determined. Genes for which the expression level changed at least 2-fold due to Bax expression were considered Bax-responsive.
Data are represented by the mean of two independent experiments.

Table 2

Validation of the transcript level changes for genes thought to have a Bax-specific transcriptional response

Microarray profiling

Microarray results: Fold change

RT Q-PCR results: Fold change

ORF Gene Bax/Ctrl H,0,/Ctrl Bax/Ctrl H,0,/Ctrl
YMR297W PRCI +2.29 —1.33 +1.81 —1.78
YNLI117W MLS1 +2.09 —1.22 +5.75 +1.18
YDR342C HXT7 +2.06 —1.47 +1.02 -2.70
YILI27C —2.04 +1.20 +1.89 +3.39
YGRO0OSC STF2 —2.04 +1.09 —1.14 —4.55
YEL039C cYc7 —2.08 +1.15 —-1.27 +1.25
YPL250C ICY2 —-2.17 —1.06 —2.38 +2.02
YJLISOW RPL39 —2.22 +2.31 +1.75 +2.48
YPL171C OYE3 —-2.22 +1.85 -2.70 +1.50
YGRI42W BTN2 -2.50 +1.22 —2.04 +1.45

A gene was considered transcriptionally responsive to Bax when the transcriptional change elicited by Bax protein expression was at least 2-fold more
manifest or was in the opposite sense compared to the oxidative stress trigger. The results obtained for the microarray profiling were compared with
the independent RT Q-PCR data. Out of the 10 candidates, four were finally identified to have a Bax-specific transcriptional response. Bold: Genes
for which the Bax-specific transcriptional change was verified. Data are represented by the mean of at least two independent experiments.

In addition, the rate of Bax-induced cell death was
decreased in AOYE3 (Fig. 2(a)), with a maximal cell
death diminution of 18.0% (standard deviation: 4.5%).

Bax protein expression in both BY4742 and AOYE3
was verified by Western blot and Bax protein levels were
found to be identical for both strains (Fig. 3).
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Fig. 1. The rate of Bax-induced growth inhibition is decreased upon deletion of OYE3. Yeast cells were transformed with the plasmids
p415GALLmBAX (Bax) or p415GALL (empty), grown in glucose-based medium, and diluted to equal cell densities in galactose-based medium to
induce protein expression from the GALL promoter. Growth was monitored automatically over 72 h. Inset: The ratio of the growth rate following
Bax protein induction to the control growth rate. Growth in the presence (Bax) and absence (empty) of Bax for (a) AMLSI, (b) AICY2, (c) AOYE3
and (d) ABTN2, each compared to wild type. Error bars represent the standard deviation of the mean of three independent experiments. (*)
Statistically significant difference based on the Wilcoxon Rank Sum test (o = 0.05).

3.4. Correlation of Bax- and H,O»-induced cell death with
a drop in NADPH level

OYE3 encodes an NADPH dehydrogenase for
which the physiological substrate is unknown to date.
Therefore, the correlation between cell death rate and
NADPH levels was investigated. BY4742 and AOYE3
had the same initial NADPH levels (Fig. 4(a)). During
Bax-induced cell death NADPH levels decreased,
though this NADPH drop was less pronounced in
AOYE3 than in BY4742 (Fig. 4(a)). Further, the level
of NADPH also decreased during H,O»-induced

cell death (Fig. 4(c)). In these experiments, the
use of 0.5 mM H,O, gave the most reproducible and
discriminatory results, although the same trend
was observed with lower concentrations. However,
contrary to the effects observed during Bax-induced
cell death, the absence of OYE3 resulted in a
more prominent drop in the level of NADPH (Fig.
4(c)). As shown in Fig. 2(b), deletion of OYE3 de-
creased the survival upon administration of 0.5 mM
HzOz.

Thus, NADPH levels correlated with the rate of cell
death for both cell death triggers.
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Fig. 2. The absence of OYE3 has different effects on Bax-induced and H,O,-induced cell death. (a) Wild-type BY4742 and AOYE3 cells were
transformed with the plasmids p415SGALLmBAX (Bax) or p415GALL (empty), grown in glucose-based medium, and recultured in galactose-based
medium to induce protein expression from the GALL promoter. Clonogenic survival was determined by recovering cells at various times from the
galactose-based medium and plating 1000 cells on glucose-based semisolid medium. For each timepoint, the percentage of survival was calculated by
dividing the number of colonies surviving the Bax protein induction by the number of colonies appearing after mock-treatment (empty). The absence
of OYE3 attenuates Bax-induced cell death. (b) Wild-type BY4742 and AO YE3 cells were grown in glucose-based medium. Following the addition of
H,O0, to a final concentration of 0.5 mM, cells were recovered at various times and their clonogenic survival determined. The absence of O YE3 leads
to a sensitivity towards H,O,. Error bars represent the standard deviation of the mean of three independent experiments. (*) Statistically significant

difference based on the Wilcoxon Rank Sum test (o = 0.05).
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—— Bax | ————— -
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Fig. 3. Bax protein expression is unaffected in yeast cells knocked out
for OYE3. Wild-type and AOYE3 cells were transformed with the
plasmids p415SGALLmBAX (Bax) or p415GALL (empty), grown in
glucose-based medium, transferred to galactose-based medium and
cultured for an additional period of 12 or 24 h. Total protein extracts
(30 pg) were subjected to SDS-PAGE and immunoblot analysis, using
a monoclonal antibody against murine Bax.

3.5. Lipid peroxidation during Bax-induced cell death is
not present in the OYE3 knockout

Based on the observation that the rate of Bax-in-
duced cell death decreases and the rate of H,O,-trig-
gered cell death increases upon deletion of OYE3, it
could be argued that the absence of Oye3 somehow
hampered the generation of oxygen stress, providing a
protective mechanism against Bax-induced cell death.
Therefore, we determined the extent of oxidative dam-
age during Bax-induced cell death in AOYE3 compared
to BY4742.

Neither oxidative protein damage nor oxidative mito-
chondrial DNA damage could be detected following

Bax induction (data not shown), indicating that either
these molecules are not damaged by the oxidative insult
accompanying Bax expression, or else that they are rap-
idly and efficiently repaired or removed.

Lipid peroxidation, however, was found to be associ-
ated with Bax-induced cell death in BY4742 (Fig. 4(b)),
but we could not observe any lipid peroxidation in
AOYE3 during Bax-induced cell death. These findings
implicate Old yellow enzyme Oye3, directly or indirectly,
in Bax-induced lipid peroxidation.

Lipid peroxidation was also observed during H,O»-
induced cell death (Fig. 4(d)), the extent of which was
related to the H,O, dose. However, oxidative lipid dam-
age following H,O, treatment was higher in AOYE3
(Fig. 4(d)), in line with the increased H,O, sensitivity
(Fig. 2(b)) and the more severe NADPH drop (Fig.
4(c)) upon H»,O, addition compared to the wild type.

Overall, these results show that the deletion of OYE3
clearly interferes with Bax-induced cell death as demon-
strated by Bax tolerance, and augments H,O,-induced
cell death. The different phenotypes induced by the
two cell death triggers were reflected in the extent of
NADPH decrease and lipid peroxidation in AOYE3.

4. Discussion

In the present study, we wanted to determine
whether the Bax-induced transcriptional responses
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Fig. 4. The absence of OYES3 has different effects on Bax- and H,O,-induced NADPH decrease and increase of thiobarbituric acid-reactive species.
Wild-type BY4742 and AOYES3 cells were transformed with the plasmid p415SGALLmBAX (Bax), grown in glucose-based medium, and recultured in
galactose-based medium. Cells were recovered at various times and assayed (a) for their NADPH levels and (b) for lipid peroxidation breakdown
products. The decrease in NADPH level, seen during Bax-induced cell death in wild type, is clearly less pronounced in the strain knocked-out for
OYE3. The increase in thiobarbituric acid-reactive species, seen during Bax-induced cell death in wild type, is completely absent from the strain
knocked out for OYE3. (c) Wild-type BY4742 and AOYE3 cells were grown in glucose-based medium. Following the addition of H,0, to a final
concentration of 0.5 mM, cells were recovered at various times and assayed for their NADPH levels. The decrease in NADPH level, seen during
H,0,-induced cell death in wild type, is clearly more pronounced in the strain knocked-out for OYE3. (d) Wild-type BY4742 and AOYE3 cells were
grown in glucose-based medium. Cells were recovered 1h following the addition of various concentrations of H,O,, and assayed for lipid
peroxidation. The increase in thiobarbiturc acid-reactive species, seen during H>O,-induced cell death in wild type, is more pronounced in the strain
knocked-out for OYE3. Error bars represent the standard deviation of the mean of three independent experiments. (*) Statistically significant
difference based on the Wilcoxon Rank Sum test (o = 0.05).

were different from those elicited by oxidative stress, sion, and identified 75 Bax-responsive genes. Second,
and if so, whether these differences could explain we optimized a H,O, challenge to be as lethal as
how Bax expression actually generates a cellular oxi- Bax expression. Due to the high membrane permeabil-
dative stress. ity of H,O,, its addition to the culture medium was

First, we performed microarray expression profiling thought to mimic the intracellular ROS generated as

of the early transcriptional responses to Bax expres- a consequence of expressed Bax protein. The tran-
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script profiling of the H,O, responses was in agree-
ment with data published by others [84,85]. Third,
the transcriptional responses of the Bax-responsive
genes to Bax induction and H,O, treatment were com-
pared. Ten of the 75 Bax-responsive genes showed a
Bax-associated change that was at least 2-fold more
manifest or was in the opposite sense compared to
the corresponding H,O»,-induced change. Fourth, we
independently validated the transcriptional responses
of these 10 genes by quantitative real-time PCR, and
four genes (MLS1, OYE3, ICY2 and BTNZ2) were con-
firmed to have a Bax-specific transcriptional response.
Homologues to these genes (MLS2, OYE2 and ICYI)
did not demonstrate Bax-associated transcriptional
changes in this study. Thus, the genes MLSI, OYES3,
ICY2 and BTNZ2 could constitute part of the mecha-
nism either by which Bax elicits oxygen stress or by
which cells protect themselves against Bax toxicity.
Particularly, the selection of four genes with a Bax-
specific response reinforced our view about the differ-
ence between Bax expression and H,O, treatment in
eliciting yeast cell death.

We analyzed the phenotypic outcome of Bax expres-
sion in yeast strains individually knocked out for each of
these four genes. We observed that only the absence of
OYE3 (Old yellow enzyme) increased the tolerance to
Bax-induced cell death. However, the AOYE3 strain
clearly demonstrated H,O, sensitivity. The difference
in phenotypes of AOYE3 upon oxidative stress and
Bax expression was interpreted as a reflection of the dif-
ferential transcriptional response of this gene towards
the two stresses (Bax: 2.70-fold down, H,O,: 1.50-fold
up). Moreover, deletion of O YE3 per se did not increase
generation time.

Old yellow enzyme (OYE; EC 1.6.99.1) was originally
isolated from brewer’s bottom yeast as ‘“das gelbe
Ferment” [86], and was shown to be composed of a
colorless apoprotein and a redox-active flavin mononu-
cleotide prosthetic group that gives it its distinctive
yellow color [87]. Old yellow enzyme reduces the olefinic
bond of a, B-unsaturated aldehydes and ketones [88-90],
with NADPH as the physiological reductant for the en-
zyme-bound flavin [91,92].

As Oye3 is an NADPH dehydrogenase, we wondered
whether an increased intrinsic NADPH level, due to the
absence of an NADPH-converting enzyme in AOYE3,
could be responsible for the increased Bax tolerance.
However, the decreased rate of Bax-induced cell death
in the absence of OYE3 could not be attributed to an
intrinsically augmented redox buffering capacity. Fur-
ther, Bax-induced and H,O,-induced cell death were
accompanied by a drop in NADPH level proportionate
to the cell death rate (Fig. 5). Our observation of
NADPH consumption during Bax-induced cell death
further strengthens the position of oxygen stress as a
general regulator of cell death [14], and extends the

Bax H,0,
\4— OYE3 — /

Lipid peroxidation

'

[NADPH] |

Fig. 5. Old yellow enzyme Oye3 interferes with Bax toxicity. Both Bax
expression and H,O, treatment induce lipid peroxidation and NADPH
consumption, and these changes are part of both cell death processes.
A drop in cellular NADPH will lead to redox buffer shortage and
oxidative burden. Peroxidized lipids could affect membrane physiology
or may interfere with an unknown signaling mechanism. The absence
of Oye3 sensitizes yeast cells to HO,-induced cell death but attenuates
Bax-induced cell death. The absence of Oye3 is thought to increase
H,O0, sensitivity due to the loss of its NADPH dehydrogenase activity,
the substrates of which are likely to be lipid peroxidation breakdown
products. Oye3 may be involved in the mechanism by which Bax
expression leads to oxidative stress. For details, please refer to text.

observation that intracellular glutathione is shifted to
the more oxidized state during Bax expression [64].

The decreased rate of Bax-induced cell death and the
increased rate of H,O,-triggered cell death upon dele-
tion of OYE3 led us to investigate the extent of oxidative
damage during Bax-induced cell death in AOYE3 com-
pared to the wild type. Surprisingly, neither protein
nor mitochondrial DNA oxidative damage was
observed following Bax expression in wild type.

It has been proposed that the prime physiological
substrates for Old yellow enzyme may be lipid peroxida-
tion breakdown products [92], which can be toxic to
cells [93], and are known to be potent apoptotic triggers
[94-97]. Lipid peroxidation was found to be associated
with Bax-induced cell death, in agreement with another
study [44], and with H,O»-induced cell death (Fig. 5).
Due to the absence of OYE3, no lipid peroxidation
was observed during Bax-induced cell death, but lipid
peroxidation breakdown products accumulated to a
higher level following H>O, treatment. The latter result
is in agreement with the observation that OYE3 is part
of the Yapl regulon [85,98-100].

In conclusion, our results clearly indicate that Oye3 is
involved, directly or indirectly, in Bax-induced lipid per-
oxidation and the drop in NADPH level. This suggests
Oye3 may interfere with the mechanism by which Bax
expression leads to oxidative stress, being a part of the
yeast-specific response to Bax-induced cell death.
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