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aislaoda de las plantas del género Karwinskia, Este compuesto es considerado
como un potencial medicamento antineopldsico debido ¢ que presentd
toxicidad selectiva sobre células neopldasicas de origen humano derivadas de
higado, pumén y colon. Los estudios encaminadas a elucidar el mecanismo de
acclon de este compuesto, establecen que el peroxisoma es el organelo
blanco de la peroxisomicina Al en levaduras y en higado de ratas y monos
intoxicados experimentaimente. En este trabajo se presentan los métedos para
aislar células de Hansenul@ polymorpha con disfuncidon peroxisomal, inducida
par la peroxisomicina Al, can el propdsito de contar con un modelo que
permita gbtener informacion sobre el meconismo de la interaccion
peroxisornicina Ai-peroxisoma. Sa dascriben las caracteristicas ultraestructurales,
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A1 en células de lavadura. Las cepas con disfuncion peroxisomal inducida por la
peroxisomicing A1, aisladas y caracterizadas en este trabajo constituyen un
organismo modelo para redlizar diterentes estudias relacionados con la
biogénesis v la funcidn peroxisomal.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

El género Karwinskia es un taxon perteneciente o la familia
Rhamnaceae, constituldo baslcamente de arbustos y pequenos arboles,
gue incluye 15 especies cuyo hdbitat nctural se extiende desde el sur de
los Estados Unldos de América a México. Centroamerica, norte de
Colombia, Cuba, Haiti y Replblica Dominicana. México cuenta con 12
especies distintas, segun Femdndez Naval, y de éstas Karwinskia
humboldtiana destaca por su extension territorial.

El efecto pardlitico producide por la ingestion accldental del fruto
de la planta, es uno de los primeros datos toxicoldgicos referidos en la
literatura y se remonta hacia fines del siglo XVIll, en la obra de Clavijero
“Historia de la Antigua o Baja California“?.

De esa fecha a nuestros dias, se han reclizado multiples estudios
sobre las manifestaciones clinicas que se presentan a consecuencia de
la ingestion del fruto de K. humboidtiana 7, Igualmente estudios
enfocadaos a identificar a los érganos blanco del efecto téxico de Ias
substancias de la planta®*™®? al aqislamiento, purlficacién y
caracterizacion de las substancias responsables de dicho efecto, asi
como a la caracterizacion morfoldgica y funcional de la planta
mantenida tanto en condiciones de Invernadero como en cultlvo in
vitre'®, En relacidn al aislamiento de las substanclas tdxicas, Dreyer y
cols."" aislaron cuatro antracenonas diméticas y las denominaron en



base a su peso molecular como: T 496, T 514, T 516 y T 544,
Posteriormente, Waksman y cols,'#”? han aislado de las especlss de K
parvifolia, K. tehuacana y K, humbellata otros compuestos
antracenonlcos como son: un diasteroisdmero de la T 514 (Diast T 514),
una TS10 y unisémero de la T 514 (iso T S14).

Bermudez y cols.'*** reallzaron estudios de toxicidad aguda en
ratones. tanto con fruto molido de K. humboldficna como con las toxinas
puras T 496, T S14 y T 544, Ellos demostraron que tanto el fruto, como Ias
toxings purificadas son marcadamente citotdxicos, y que causan dano
hepatopuimonar grave. En estos estudios se establecio que la T 514
produce un efecto tdxico més marcado sobre el higado, pulman y rifdn
que la T 944, mientras esta es responsable del dano neurologico
periférico. Aquellos animales que recibieron 1a T 514 purificada,
desarrollaron necrosis centrolobulillar v esteatosis hepdtica, asi como
lesiones en el rindn y pulmén, sin presentar efectos neurologicaos
periféricos. Por otra parte con Ia T 496 s0lo observaron un marcado
efecto caidrtico.

La determinacion de Ia DL para la T 514 en diferentes especies
animales, mostrdo una curva dosis-respuesta con pendiente muy
emplnada‘é, 1o que indica una varlaciéon bloléglca estrecha'’. Los
efectos citotdxicos aunados a lo abrupto de la pendiente de letalidad,
permitieron plantear la hipdtesis de que de haber toxicidad selectiva
enire células de arigen benigno y maligno, la T §14 podria tener un
potencial efecto antineopldsico. Fue asi como Pineyro y cols.' en
estudios realizados in vitro en diferentes lineas celulares humanas,
demostraron que la T 514 posee dicho efecto en células neoplsicas de
pulmon, de colon y de higada. Estas hallazgos han sido confirmados por
investigadores de Ias Univetsidades de Berlin y Freiburg (Alemaniq) y
recientemente en el Instituto Naclonal de Cancer (E.U.). Por lo
anteriormente expuesto, puede considerarse a Ia T 5§14 como un
potencial farmaco antineopldsico, del cual entre otfras cosas, es
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necesario obtener mas informacidn acerca de su mecanismo de
accion.

En este particular, a partir de las observaciones de la infiltraclon
grasa del higado, se han reallzado estudios histopatoldgicos que
establecen que la T §14 causa una disminucidn marcada del nimero de
peroxisomas en el higado de ratas (Sepulveda, S. J. y cols. 1998
Toxicology Letters; en prensa) y monos Intoxicados experimentalmente
(Pifeyro, A. y Sepulveda, J. com. pers.). En dichos estudios se demosird
que el numero de peroxisomas disminuye a los pocos minutos de la
adminstracion de la T 514. Esto ha sugerido que el mecanismo de accidn
de la T §14 podria estar relacionado con Ia accidn peroxisomal, ya que
s& sabe gque algunos tumores malignos tienen un numero escaso de este
aorganelo indispensable para la vida ceiular'®.

Sepllveda y cols.?® en estudios efectuados en levaduras
metilotroficas, han demostrado que la T 514 afecta de manera selectiva
e irreversible la integridad de la membrong de 10s peroxisomas de estas
celulas. En cultivos de Candida boidinii asi comoe de Hunsenula
polymorpha en presencia de dosis no letales de T 514, se observé una
interrupcidon de la continuidad de g membrand peroxisomal.
Observaron también por andlisis Inmunocitogquimico con anticuerpos
especificos contra ia enzirna alcohol oxidasa (AQ), conjugados con oro
coloidal, a esta enzima peroxisomal dentro de Ia vacuola digestiva, o
que indica un procesa de autafagia de los peroxisomas danados. En
este mismo estudio se reportd, en contraste con lo encontrado in vitro?',
que ka aciividad de dos de las enzimas peroxisornalas, la catalasa v Ia
AO no es afectadaporla T 514.

Este efecto selectivo sobre la membrana peroxisomal sugiere que
el percxisoma sea el organelo blanco de la T 514, y debide g este
hallazgo se renombrd como peroxisomicina A1.
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Estudios In vitro llevados a cabo por Moreno y cols.?' han
ostablecido que [a peroxisomicind Al (y ofros compuestos
antracenanicos alslados y purlficados de especies del genero
Karwinskia) produce Inhibicidn de tipo no competitivo sobre la catalasa
hepdtica de tres especies difergnies de animales, Posteriorments,
Moreno y cols. Zrealizaron estudios in vivo en ratones intoxicados con
peroxisomicina At y demaostraron, tanto por métodos bioquimicos como
histoquimicos, que la peroxisomicing Al no produce inhlbicidn de la
catalasa hepdatica. Un resultado similar se observd in situ al incubar
fragmentos de tejido hepdtico de ratdn en presencla de la toxina. Estos
resultados demuestran que la peroxisomicina A1 no inhibe la actividad
de la catalasa en tejido hepdtico del ratdn albino.

Hasta el momento, la informacidn disponible acerca del
mecanismo de accidn de la peroxisomicina A indica que el peroxisomd
es el organelo blanco tanto en levaduras como en higado de rotas y
Monos,

1.1 Peroxisomas

1.1.1 Introduccién

Los peroxisornas son organelos gue fuseron descritos por primeta
vez a princlpios de los arios 80 en células del tibulo contarneado de
rifdn de ratdn por medio de microscopia electrdnica, e inicialmente se
les llamd microcuserpos, ya que no s les habkia asociado a ningund
actividad bloquimica®?* Posteriormente, De Duve y cols.? las llamaron
peroxisomas al demagstrar que en estos organelos se produce perdxido
de hidrogeno. Esto acurre al actuar un grupo de oxidasas (que utilizan el
oxigeno molecular) sobre diversos substratos (via respiratoria
peroxiscrnal).



Los peroxisomas estan distribuldos ampliamente en células
sucdariotas, las cuales se caracterizan por la compariamentalizacion de
rutas y procesos bioguimicas®.

1.1.2 Funcidén

Las diversas funciones <de est0s organelos incluyen procesos de
fotorespiracion en las plantas®®, en el metabolismo del colesterol en
mamiferos®?, biosintesis de penicilina en hongos filamentosos®,
metabolismo de compuestos con un atomo de carbono (C1) en
levaduras®. El contenido enzimdatico de kos peroxisomas puede variar
segun la especie y dentro de una misma especie, de tejido a tgjido, en
donde llevan a cabo tanto procesos oxidativos como bilosintéticos. Las
funciones mds importantes de los peroxisomas en células eucariotas
superiores son, entre otras: el matabolismo del perdxido de hidrogeno, la
p-oxidacion tanto de &cidos grasos de cadena larga (AGCL) como de
acidos grasos de cadena muy larga (AGCML), g biosintesis de acidos
biliares y plasmalégenacs, el catabolismo de purinas y algunas reacciones
del metabolismo del colesterol®,

1.1.3 Morfalogia

Los peroxisomas son de forma esférica o ligeramente eliptica con
digmetro que varia desde 0.1 a 1 pm. Estan rodeados por una sola
membrana, cuyo grosor s mas pequenc (7 nm) comparado con el de
las membranas de otros organelos®. La membrana rodea a una matriz
glectrodensa finamente granular, Estudicos inmunocitoquimicos han
revelado que las enzimas de la matriz no se distibuyen uniformemente,
lo que sugiere que la matdz posee algun grado de organizacion
estructural que ademds depende de la especie®. Por ejemplo, en los
peroxisomas de higado de rata los cristaloides consisten de urato
oxidasa® ¥ y 1os de dlgunas levaduras metilotréficas consisten de AO™,
En otras especies, como en el hombre, los peroxisomas No presentan



cristales ya que carecen de esas enzimas. Los peroxisomas de celulas del
tdbulo contorneado proximal dsl riidn de especles como el conejo,
contienen una estructura electrodensa, aplanada. locdlizada en la
periferia del organelo adyacente a la membranag, y recibe el nombre de
placa marginal; se desconoce su composicion bioquimica®.

1.1.4 Aislamiento y Propledades Fisicas

Bl método mas utillizado para la obtencién de la fraccidn
peroxisomal combina dos tipos de técnicas: la centrifugacion diferencial
clésica, técnlca rapida y sencilla para la separaclon de diferentes
fraccicnes a partir de un homogeneizado y la sedimentacidn en
equilitric zonal, queé permite la separacidon mas eficiente de particulas
de acuerdo a su coeficlente de sedimentacion, densidad y forma®,
Para esta ultima técnica se ufilizan gradientes de un determinado soluto,
los mas utilizados son: la sacarosa, metrizamida, Nicodenz y el Percaoll¥,
Las propiedades fisicas de los peroxisomas que han sido establecidas
bcjo diferentes condiciones son: 1) peso s&€co promedio de 24 fg (24 X
107°g), 2) densidad (en seco) promedio de 1.32 g/cm® y 3) coeficiente
de sedimentacion {en sacarosa 0.25 M) de 4,400 S,

1.1.5 Biogénesis

Actualmente existe un consenso general de que estos organelos
se originan por fislon de peroxisamas preexistentes en la célula (fig. 1).
Debido a que estos organelos no contienen su propio ADN, todas las
proteinas peroxisomales tanto de matrz como de membrana, son
sintetizadaos en ribosomas libres del citoplasma y enseguida son

incorpcoradas post-traducclonaimente hacla los peroxisomas ya
existentes®.
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Figura 1. Modelo de Biogénesis Peroxisomal (Lazarow and Fujiki, 1985).

1.1.6 Recambio y Degradacion Peroxisomal

La autofagia -como una forma de degradacion y recambic de
componentes intracelulares- es un fenémeno general-en las células
eucariotas, bajo condiciones fisiolédgicas normales, pero es
especialmente evidente en células bajo condiciones de estres*, Hasta el
momento, se cree que los peroxisomas son destruidos de manera
aleatoria por autofagia, ya que han sido observados dentro de
autofagosemas, . en mamiferos, y. en vacuolas autofagicas. en
levaduras®*. Los peroxisomas de |los hepatocitos tienen una vida media
de aproximadamente 4. dias', y el tiempo de degradacion es
aproximadamente de 4 min., lo que es considerablemente mas corto,
comparado con el tiempo de degradacién de las mitocondrias (16
min.).

El proceso de degradacién peroxisomal en levaduras ha sido
ampliamente estudiado en Hansenula polymorpha. Durante la fase de
crecimiento exponencial de este organismo el proceso de autofagia no
es comun. Sin embargo, al cambiar las células bajo condiciones de
Inducclén de peroxisomas a condiciones no Inducldas, los peroxisomas
son réapidamente degradados por un proceso de degradacion



autofagica dependiente de ensrgic*. Durante este proceso, los
peroxisomas son secuestrados del citosol por membranas pre-
autofdgicas que rodean aestrechamente al organelo. Posterlormente,
ocurre una fusion entra el peroxisoma secuestrado y ia vacuola
digestiva; ésta Uultima proporciona las enzimas hidroliticas para ka
degradacion. Bajo estas condiciones, el fiempo de recamblo de un solo
peroxisoma, es de 30 a 45 min.

1.1.7 Enfermedades Peroxisomales

En el humano, existen enfermedades gengticas que Involucran a
03 peroxisomas. Este grupo de enfermedades hereditarias se denominan
enfermedades petoxisomales, y dependiendo de los trastornos clinicos ¥
bloguimicos que producen se pueden dividir en desdrdenes que se
caracterizan por I) defectos en la biogénesls peroxisomal v i) aquellos en
los que los peroxisomas se encuentran presentes e Intactos pero son
deficientes en una 0 mas funciones peroxisomales*?4, El primer grupo
astd compuesto de varos sindromes cuya caracteristica fundamental gs
la ausencla ftotal de peroxisomas (Sindrome de Zellweger o sindrcme
cerebro-hepato-renal y la enfermedad infantil de Refsum, enire otros); o
la disminucién marcada en el tamano y numero de los peroxisomas en
células del higado y rifdn (Adrenoleucodistrofia neonatal). En el
segundo grupo se encuentran enfermedades relaclonadas con
defectos enzimdticos especificos (Adrenoleuccodistrofia ligada a X,
Acatalasemia, entre otras). De todas, la mejor estudiada y caracterizada
es el sindrome de Zellweger. Los pacientes afectados, generalmente
mueren durante las primeras sermanas o meses despuéds del nacimienta.
Los peroxisomas no son detectables por microscopia electrdnica. Las
anormalidades bioquimicas que acompainan a ia ausencia de
peroxisomnas incluyen entre otras: acumulacidn de AGCML disminucidn
de los niveles de plasmaldégenos y aumento en los niveles de acido
pipecdlico.
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A raiz del descubrimiento de las enfermedades peroxisomales, se
ha Intensificade i busqueda de un organismo modelo que aporte
informacion valiosa sobre la funcion y biogénesis peroxisomal. Las células
de levadura constituyen tal modelo para dichos estudios debido a que
combinan unga serie de vantgjas, entre las que se incluyen: facilidad
para obtener grandes cantidades de blomasa en substratos
economicos (metanol), capacidad de Inducir la proliferaciéon
peroxlsomal y compasicion proteica bajo condiclones de cultive en
substratos especificos* y la accesibilidad para desarrollar estudios de
genédtica cldsica y molecular®.

1.2 Hansenula polymorpha

1.2.1 Induccidn Peroxisomal

Hansenuia polymorpha., una levaduta ascosporogénica
metitatrofica (utiliza el metanol come fuente de carbono y energia), es
uno de los arganismas mas ulilizadaos en la actualidad para el estudio de
la funcidn y bicgénesis peroxisomal.

En base ol amplia conocimlento sobre las condiciones de cultivo
de H. polymorpha, se han logrado establecer en forma precisa Ias
mejores condiciones para la obtencion del maximo nivel de induccion
peroxisomal, asl como la induccion de enzimas especificas® 4% |La tabla
1 muestra el andlisis morfométrico de peroxisomas en H. polymorpha,
bajo diferentes condiciones de cultivo,
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TABLA |

ANALISIS MORFOMETRICQ (NUMERQO Y FRACCION DE VOLUMEN) DE PEROXISOMAS EN
Hansenula potymorpha EN RELACION A LAS CONDICIONES DE CULTIVO.

Cuiitfvos liquidos
Fuente de C Fuente de N Nomero de vocon
peroxisornas promedio porovisomal
atcosa sulfafo de amonto s 0.10
atanacl sulfato de amonio 0.20 100
glicarol sulfato de amonic 0.70 810
metanal sulfgto de amonig 0.90 19.90
glucosa metammna 0.40 2.3C
Cullivo Quimlostatico
Fuente do C Fuente do N v Nimerode | Facciénda
perox;som-c:ﬁ promedio peroxisomal
metanal sulfato g gmonic  0.14 2.56 34.10
metanol sultato de amonio 0.10 2.78 37.00
metanol sulfato de amanig  0.03 261 48.40

El andlisis mofomemco se lovg a cabo en corgs Ulralinos de caluias fladas con KMnOy, &1 numero
?gogeroxismos $6 @XPresa como 2l nimeto dg peroxsomas promedic por corte. Veenhuis vy <ols.,

Para llevar o cabo estos estudios, Ias celulas se pre-cultivaron en
medio con glucosa y posteriormente se incubaron en medios con
diferentes fuentes de carbono y/o enerdia. Para los cultivos bajo
condiciones quimiostaticas (metanol comc substrato iimitante), Ias
células previamente pre-cultivadas, se incubaron en 2 litros de medio
con glucosa vy se cultivaron hasta la fase estacionaria. Después se
adiclond medio con metanol a diferentes velocidades de dilucién (O):
320 mL/hr., 200 mL/hr. y 60 mL/hr.. La fraccion de volumen o densidad de
volumen peraxisomal (porcentaje del area peroxisomal en los cortes en
relacion al area total del citoplasma), se estimd por la técnica de
caonteo de puntos e intersecciones de Welbel y Bolender®. Se demaosird
que bajo condiclanes quimiostaticas, los peroxisomas pueden ocupar
hasta el 80 % del volumen citoplasmdatico*,

Otros substratos que inducen proliferacldn peroxisomal en este
organismo son el etanol, aminas primarias, D-aminodcidos y purinas“*’,
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Los peroxisomas Juegan un papsel fundamental durante el cultivo
de las células bajo estas condiciones debide a que contienen las
enzimas clave del mefabolismo de esos substratas. En la tabla 2 se
muestran los diferentes substratos de crecimlento que Inducen la
proliferacion de peroxisomas v las enzimas inducidas.

TABLA 2

SUBSTRATOS QUE INDUCEN LA PROUFERACION DE PEROXISCMAS Y ENZIMAS INCUCIDAS
EN Hansenula polymorpha.

Substralo [ Enzimas poroxisomaloes
Fuente de carbono
isocthiato liosa
etanol

malato sintasa
alcohol oxidaso

metanal dihigroxiocelong sintasa
catalasa
Fuente de nitrdgenc

y . urato oxidasd

acido udco
catralasa

mina oxidasa

(m)etiamina/coina i
catolasa
O-aominodcido oxidasa

D-oloning/D-melioning
catalasa

Veenhuis, M. Yeast microbodios {1788). 1esk Doctargl, Universdad de Groningen, Holandd.

1.2.2 Andlisis Molecular y Genético

Aunado a los estudios fisioldgicos, bioquimicos y ullraestructurales,
los estudios de genética cldsica y molecular, han pemmitido la obtencidn
de mucha informacidn sobre la funcion y biogenesis peroxisomal en H.
polymorpha. Algunas de las técnicas que han sido estandanzadas para
este organisme incluyen: técnlcas de transformacion**®, técnicas para el
aislamlento e identificacién de mutantes;, técnicas para el
apareamiento, esporulacion, andllisis de esporas al gzar, diseccion de
tétradas y andlisis de complementacion®,
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La disponibilidad de estas técnicas, ademds del amplio
conoclmiento sobre las caracteristicas fistoldglcas, bloguimicas y
marfolégicas de H. polymorpha, han contribuido a que se utilice esta
levadura como modelo para el presente trabagjo.

1.3 Antecedentes Experimentales

Sepulveda y cols® demostraron que la peroxisomicina A1 afecta
de manera selectiva e irreversible la integridad de la membrana
peroxisornal de céluias de levadura, Después de Incubar las células en
presencia de una dosis no letal de peroxisomicina A, Ias células
mostraron deficlencias en las funclones especificas peroxisomales, ya
que el crecimiento en metanol cesd casl inmediatamente. A los 30 min.,
se observd dano sobre los peroxisomas, caracterizado por interrupcion
en la continuidad de su membrana; como consecuencia las proteinas
de matriz se fugaron hacia el citosol. Estas resultados son de particular
Interés, debido a que, i) no se tienen reportes, hasta el momento, de
compuestos que inducen efecto parecido, (i) el dano sobre la
membrana peroxisomal, podia explicar la toxicidad selectiva in vitro de
la peroxisomicina A1, sobre células neoplasicas’ ya que existen varios
reportes de gque algunas células malignas contienen menor nimero de
peroxisomas'® vy iil) los defectos en la funcidn peroxisomal inducidos
especificamente par la peroxisomicing A1, en células de levadura,
representan un atractivo modelo expenmental para el estudio de la
biogénesis y funcidn peraxisomal. En relacién a esto dltimo, es importante
mencionar que existen varios grupos de Investigacldn que han estado
estudiando el Impacto que pudiera tener el conocimiento de las
deficiencias en la funcidon peroxisomal en células de levadura, en
andlogia con las enfermedades peroxisomales, descritas anteriormente,
Estos grupos de investigadores han combinado esfuerzos para aislar y
caractenzar células de diferentes especies de levaduras (S. cerevisiae ¥,
H. polymomha *, P. pastoris %), deficientes en peroxisomas, por medio
de procedimientos de mutagénesis con N-metil-N"-nitro-N-
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nitrosoguanidina®®, Las cepas mutantes de H. polymorpha han sido
obtenidas en base ¢ la Incapacidad que presentan las células para
dtilizar el metanol (células mutantes Mut?) como Unica fuente de
carbono. Van der Klel y cals. *® han establecido que la Incapacidad de
estas células para crecer en rmetanol se debe, principalmente, a la
ausencia de la membrana peraxisomal intfacta. Es decir, la presencia de
peroxisomas intactos es esencial para el metabolismo eficiente del
metanol.

Lo Informacidn disponible hasta este momento acerca del
mecanismo de accion de la peroxisomicing A1 Indica que el peroxisoma
es el organels blanco tanto en levaduras como en higado de ratas y
monos,
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1.4 Hipdtesis de Trabgjo ¥y Objetivos

1.4.1 Hipbtesis de Trabajo

*Si el darno producido por la peroxisomicina A1 sobre la Integridod

peroxisomal a una dosis no letal fuera irreversible, serla posible obtener
células con disfunclédn peroxisomal”.

1.4.2 Objetivos Generales

1,

Establecer Ias condiciones optimas de cultivo para determinar la fase
de crecimiento en ka cual [as células de levadura contengan un solo
peroxisoma, para evaluar el efecta de la peroxisomicing Ad.

Incubar células con una dosis ne letal de peroxisomicina Ar y dislar Ias
celulas incapaces de crecer en metanol.

Evaluar la funcidn de los peroxisomas de las células aiskadas.

1.4.3 Objetivos Especificos

Estudiar la cinética de crecimiento celular en medioc de cultive con
metanol.

Andlizar ulfrasstructuraimente a (as células a difergntes tlempos de
cultivo, para establecer el tiempo de induccidon peroxisomal de
interés para el estudio.

Incubar célulkas con una dosis no letal de peroxisomicina Al en la fase
de induccion establecida.

Alslar las células Incapaces de crecer en metanol.

Evaluar |la integridad de los peroxisomas de las células por
microscopia electronica y ensayos bloquimicos.



CAPITULO 2

MATERIAL Y METODOS

2.1 Material Bioldgico

Se utilizaron las siguientes cepas de levadura:
Hansenuia polymorpha cepa CBS 4732
Hansenula polymomha cepa NCYC /feu /-7
Hansenula palyrmompha cepa NCYC adel lmeils

La peroxisomicina Al de AT parvifolia se Qisid y purifico en el
laboratorio de extracclon del Departfamento de Farmacologic y
Toxicologia de la Facultad de Medicina de la U.AN.L.

2.2 Equipo y Reactivos

Las substancias se pesaron en balanzas andaliticas Mettler P1200 y
Mettler PJ360 DeltaRange. El pH de Ias soluciones y medlos de cultivo se
determiné en un pHMetro Hanna Instruments 8417, Los electrodos y las
soluciones de calibraclon se obtuvieron de Beckman.

Los cultivos se realizaron en una incubadora New Brunswick
Scientific con temperatura y agitacion confroladag, a 37°C y a 200 r.p.m.,
respectivamente. Las placas de agar se Incubaron en una incubadora
gstatica a 37°C.

15
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La densidad optica de los cultivos se determind en un fotdmetro
Meyvis Vitatron MCP, y se midi¢ la absorbancia a una longitud de onda
de 660 nm (DO ). La concentracidon de metanol en el medio de cultivo
se determind por cromatografia de gases en un Cromatografo Hewlet
Packard maodelo 437.

Para la obftencléon de extracto libre de células, se ufllizd una
centrifuga Eppendorf 5415C. La cactividad enzimdtica de AQ (EC
1.1.3.13) v la de catalasa (EC 1.11.1.6) se determind en un
epectrofotdmetro Hitachi modelo 106-60. Se utllizaron celdas de cuarzo
de 1cm de paso de luz y de 3 mL de volumen.

Las soluciones para procesar las muestras para microscopia
glectrénica de transmision (MET) se prepararon dentro de una campana
de extraccién. Las muestras se deshidrataron en un horno de
microondas Bio-rad H2500. Los cortes finas s@ obtuvieron en un
ultramicrotomo LKB Ultratome Il tipo 8802A, con cuchilla de diamante
(DIATOME). Los cortes se montaron en rejlllas de cobre y se examinaron
en un microscopio electronico de transmisidon (ME) Philios EM300,

La resing epdxica se obtuvo de Serva Boehringer y |a resing acrillca
(Lowicryl-KaM) de Polysclences Ltd. Los anticuerpos policlonales anti-AO
se obtuvieron de conejos Inmunizados en el laboratoric de Inmunologia
de Ia Universidad de Groningen y 10s conjugados de oro coloidal de
Amersham,

2.3 Método de Cultivo
2.3.1 Cultive Primario y Pre-cultivo
Para el cultivo primaro, se tomd una colonla de células de

Hansenuia polymornoha cepa CBS 4732 alslada de una placa de agar
YPD (ver apéndice A), se inoculd en 200 mL de YPD liquida, y se cultivo
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durante 16 hrs. El pre-cultivo se realizd de ka manera siguiente: se transfiid
una alfcucta del cultivo primaria a un matraz con 100 mL de YND Y se
determind la DOy ara Iniciar el cultivo con una masa celular inicial
equivdlente 0 0.1 DO,,/mL de cultiva. Después de 6 hrs. de cultivo (DO g
de 1.0/mL que corresponde a la fase de crecimiento exponencial
mediq). se transfind una alicucta de este cultivo con una DOy, de 0.1/mL
a un matraz con 100 ml de YND y se Incubd hasta la fase de crecimiento
exponencial. Este procedimiento se repltld una vez mdas para obtener el
pre-cultivo. Independientemente de los substratos utllizados, todos los
cultivos liquidos (no quimiostaticos), se inlciaron con una DO, de 0.1/mL.

2.3.2 Cullivos bajo Condiciones de Inducclén de la Prolifaracidén de
Peroxisomas

Para la Induccién de la proliferacion de peroxlsomas, las células
previamente pre-cultivadas en glucosa se transflieron a une de los
siguientes medios inductares: YNM, YNMe, YNE, para realizar cultivos
liquidos.

Debido a que el crecimiento de las células en cultivos liquidas no
se encuenirg completamente en condiciones de equilibrio, se realizaron
cullivos quimlostatices.

En el cultivo quimlostdatico la energia y la materia son
transformadas continuamente y todos los parametros fisicos, quimicos y
matematicos que definen el contenido del fermentador se mantienen
constantes durante cada estado de equilibric. Entre estos pardmetros se
incluyen la energia y entropia. la concentracion de substratos en el
medio y la blomasa, la composiclon y concenfracién de blomasa, el
ndmero, tamano y edad de Ias calulas, qsi como el tiempo de
generacién celular. El estado de equilibrio puede perderse al cambiar la
composicion del medio, la velocldad de diluclén (D) o la temperatura.
Cualquier camblo en las condiciones de cultive provoca g pérdida del
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estado de equilibrio. En respuesta, las células tlenden a adaptarse a €505
cambios y establecen un nuevo estado de equilibrio. Este dltimo se
alcanza después de un tlempo durante el cual las células se encusentran
en unda etapda denominada estado de transicidn.

En el cultivo quimlostatico, se puede mantener a las células en
condiciones lo mas parecido a su hdabitat natural y se puede evaluar su
comportamiento bajo condiciones en las cuales el substrato se
administra en forma continua y limitada, obteniéndose la mdaxima
induccion de praoliferacion de peroxisomas. En estas condiciones los
peroxisomas pueden ocupar hasta un 80 % del volumen citoplasmdatico.

Para realizar el cultivo quimiastatico, una alicuota de células pre-
cultivadas en YND se transfirid al reservorio del fermentador con 2 litros
de MM. Se adiciond YND (con glucosa al 0.25 %, como subsirato
lImitante). a una velocidad de dilucidn de 200 mL/min. (D= 0.1 hrs.”). Las
células se incubaron hasta el estado de equilibrio y enseguida se
adiclond una mezcla de YND/YNM (YND con glucosa al 0.25 % y YNM
con metanol al 0.30 %; el metanaol se utilizd como un segundo substrato).

2.3.3 Determinacian de la Fase de Crecimiento Optima de A.
polymorphapara el Estudio del Efecto de la Peroxisomicina Al

Para estudiar gl efecto de la peroxisomicina A, se determind la
fase de crecimiento en la cual las células presentaron solamente un
peroxisoma. Se tomaron dlicuotas da celulas previamente pre-culfivadas
y se incubaron en varios matraces con 100 mL de YNM. Los cultivos se
agitaron y se obtuvieron muestras de estos cultivos a las 2, 4, é y 8 hrs.
para el andiisis ultraestructural por MET y hasta Ias 24 hrs. para el andlisis
de la cinética de crecimiento celular,
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2.3.3.1 Evaluaclén de la Fose de Crecimlento Optima.

2.3.3.1.1 Anadlisis Ultraestructural. Las muesiras para MET se fijaron en
KMnQ, al 1.5 %. se contrastaron en bloque con acetato de uraniloal 1 %
pof 1 hr. y se deshidrataron en una sere graduadd de etanol al 50, 70, 96
y 100 % en un hormno de microondas. Las muestras deshidratadas se
pracesaron hasta su inciusion en resinas spdxicas (ver apéndice B). Se
obtuvieran corfes finos y se abservaron en el ME para evaluar la
ultraestructura de las células.

2.3.3.1.2 Andlisls de la Cinética de Crecimiento Celular. Para
andlizar la cinética de crecimiento celular, se midid la DO, de las
muestras obtenidas a diferentes tiempos de cultivo. Los valores de DOy,
y empo se almacenaron en el programa de computadora Microsoft
Excel 5.0 para Macintesh. Se elaboraron curvas para svaluar la cinética
de crecimlento de las célulkas en medio de cultiva con metanol (ver
apéndice A).

2.3.4 Estudio del Efecto de |la Peroxisomicina A1 sobre Células de
H. polymorpha

2.3.4.1 Cultivos con una Daosis no letal de Peroxisomicina At

Para realizar estos experimentos se tomé como referencia el
frabajo publicado por Sepulveda y cols.'” en el que se demosird que la
supervivencia de las células de levadura es afectada de manera
drastica, al Incubar (as ¢éfulas en presencia de una dosis de
peroxisomicina A1 de 10 pg/mL y mayores (20 y 50 ug/mL). Con dosis
rmenores, se observd una supervivencia del ¢0 al 90 %. Por lo anterior. en
el presente trabalo se utllizd una dosls de peroxisomicina Al de 5 ug/mL.

Se inoculdé una dalicuota de células pre-cultivadas de H.
polymorpha en 100 mL de YNM a una DO,y inicial de 0.1/mL vy se
cultivaron durante &-7 hrs. Después de este tiempo las células se
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centrifugaren, se elimind el scbrenadante, se lavaron con MM sin
substrato y se resuspendieron en el mismo medlo a una DO, 1.0/mL. Se
obtuvo una muestra del cultivo como control (sin peroxisomicina Ar) y el
resto de las células se Incubaron en presencia de 5 pg/mL de

peroxisomicina Al (cultivo problema). Se obtuvieron dos muestras del
cultivo problema a los 60 y 120 min.

2.3.4.2 Evaluacidn del Efecto de [a Peroxisomicina A1l sobre [os
Peraxisomas de Honseruia polymomha.

Se obtuvieron musstras del cultivo control sin toxina y del cultivo
problema y se procesaron para MET. Se analizd la ultraestructura de las
células para evaluar el efecto producido por la tfoxina sobre los
peroxisomas.

Simultdneamente, las muestras del cultivo control y cultivo
problema se diluyseron en MM y se sembraron en 10 placas de agar con
metanol (agar YNM) y 10 placas de agar con glucosa (agar YND). Las
placas se incubaron a 37°C durante 3-5 digs. Transcuido ese tiempo, se
analizo la capacidad de las células que estuvieron en presencia de
peroxisomicina A, para crecer en esas substratos (glucosa o metanal).

2.3.5 Aislamienio de Células con Disfuncion Peroxisamal.

Para aislar c€lulas con disfuncidn peroxisomal, se tomaron como
referencia los hallazgos obtenidos por van der Klel y cols.®®. En ellos se
establece que & presencia de peroxisomas intactas son esenciales para
el metabolismo eficiente del metanol. Lo anterior sugiere que si so
dafara al unico peroxisoma presente en la célula, podria tener severas
consecuencias sobre la ccpﬁcidcd de las células parga crecer en
metanal.

Las células Incapaces de cracer en metanol se aisiaron por medio
de la técnica de replicacion en placas de agar. Esta consiste en la
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transferencla de colonias perfectameante separadas unas de otfras de
una placa de agar a otfra par medio de una felpa que se coloca sabre
un sgporte. Esta técnica permite evaluar simultaneamente el
crecimiento de las mismas colonias en diferentes substratos ya que se
conoce la posicion exacta de cada una de ellas.

Las muestras control sin toxing y las muestras de los cultivos
problema obtenidas a los 60 y 120 min. se diluyeron para obtener entre
100-500 colonias por placa. Las diluciones se realizaron de acuerdo al
siguiente cdlculo: una dlicucta de un cultivo de H poymorpha con una
DOy de 0.1/mL contiene aproximadamente 1.4X10° células/mL. Se
realizaron tres diluciones diferentes y de cada dilucién se sembrd 0.1 mlL
por placa de agar. Se sembraron 20 placas de agar YND y 20 de agar
YINM.

Las placdas se incubaron durante 2-3 dias a 37°C y las colonias
formadas en las placas YND se replicaron en agar YNM, Estas Gltimas
placas se incubaron junto con las placas YND ariginales. Después de 3 a
5 dias de cultivo, se revisaron las colonlas en las placas de agar YND y se
cotejaron con las colonlas en las placas de agar YNM para Identificar
cofonias incapaces para crecer en metanol. Estas colonias se
seleccionaron de las colonias correspondientes en las placas con
glucosa y se aislaron para evaluar s efectivamente presentaban
incapacidad para crecer en metanol, Las colonias incapaces para
crecer en metanol se selecclonaron y se aislaron para su
caracterizacién.

EL procedimiento descrito anteriormente se realizé con la finalldad
de aislar células Incapaces de cracer eficlentemente en metanol,
comparadas con las c&lulas contral sin toxing y se considerd que podrian
representar ceélulas con probable disfuncion peroxisomal. Para una
Identiticacién adecuada, estas célukis se denominaron como células
experimentales tipo | (células CEl).
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2.4 Evaluacion de Ia Funcidn Peroxisomal en las Células CE|

Para evaluar la funcidn de los peroxisomas de las células CEl, se
redlizaron los sigulentes andlisis:

« Ultrcestructural

« Flsiclogico

s Biogquimico

¢ Citogquimico e Inmunocitoquimlica

« Utrgestructural, Bloquimico e |nmunocitoquimico bajo

Condiciones Quimiostaticas.

En todos los casos. las celulas se pre-cultivaron y posteriormente se
transfirieron a medios de cultivo bajo condicicnes de induccidn
peroxisomal. En algunos casos las células se cultivaron en medio YND (no
Inductor peroxisomal).

2.4.1 Andlisis Ultraestructural

Se analizaron por microscopia electrénica las diterencias
Jltraestructurales de [os peroxisomas de Ids ¢células CEl y las celulas
control durante la adaptacion al cambic de un medio no inductor de
peroxisomas a un medio inductor. Principalmente se hizo énfasis en A
maorfologia (tamano, forma., e integridad de la membrana) y numere de
peroxisomas.

Se pre-cultivaron células control y células CEl en YND vy
posteriormente se transfind una dlicuota de estas células a medio YNM
llguico. Los cultivos se iniciaron con una DO, de 0.1/mL. Se obtuvieron
muestras de ambos cultivos a 1as 4, 8, 12 24 y 48 hrs. y se procesaron
para MET.



2.4.2 Andlisis Fisiologico

Para el andilisis fisiologico se redlizaron cultivos liquidos en medios
selectivos para evaluar la capacidad de las células para utifizar
substratos que requieten la pressncia de enzimas peroxisomales.

2.4.2.1 Andilisis de la Capacidad de Utiilzacidén de Metanol.

Se transfirieron células control y células CEl pre-cultivadas, ¢ un medio
YNM liquldo, se obtuvieron muestras a diferentes tiempos de cultivo y se
midid la DO, SimultGneamente, se determiné la conceniracion de
metanaol en el medio de cultivo por cromatografia de gases. Se obtuvo
una glicuoia de 2 mL, s8 ¢olocd en un tubo Eppendorf v se centrifugd a
10,000 r.p.m. durante § min, Se tom¢o del sobrenadante un volumen de
1.8 a 1.5 mL y se sometid a centrifugacion duranfe 15 min. a 10,000
r.p.m.. Posteriormente se tomd del sobrenadante de 1.4 a 1.5 mL y se
mantuvo a 4°C hasta su andlisis. Para la cuanfificacion de la
concentracion de metanol se utilizaron las siguientes soluciones estandar
de metanol (v/v): 0.50 %, (125 mM), 0.40 % (100°mM), 0.30 % (75 mim), 0.20
% (50 miV), 0.10 % (25.00 mM) y 0.05 % (12.50 mM).

Se grdficaron los vaiores de DO, tiempo de cultivo y
concentracidn de metanol para la obtencidon de curvas. Por medio de
las curvas se evalud la cinética de crecimiento celular y la capacidad
de las células para utilizar el metanol como Unica fuente de carbono y
energia.

2.4.2.2 Andlisis de la Capacldad de Utilizacion de Glucosa, Etanal,
Metilaminc y Glicerol.
Se efectuaron los procedimientos ya descritas en la seccion 2.4.2.1,
excepto que las células pre-cultivadas se Incubaron en los siguientes
medios de cultivo: YND, YNE, YNMe y YNG.



2.4.3 Andlisis Bioquimico

Para evaludar parcialmente la funclén biloquimica peroxisomal se
determind, en extracto libre de células, la actividad enzimatica de dos
enzimas peroxisomales: AQ y catalasa.

Para la obtencidn del extracto libre de células, se realizaron
cultivas de células cantrol y células CEl, bajo condiciones de induccién
peroxisomal (en medio YNM liquido). Se obtuvo un volumen de cultivo
¢on una densidad equivalente @ 75 unidades de DO/ mL se centifugd,
se elimind el sobrenadante y el botdn celular se resuspendid en 1 mL de
amortiguador de fosfatos 40 mM, pH 7.0, se colocd en un tubo
Eppendorf y las células se sometieron 4 lisls con perlas de vidrio (de 0.5
mm didmetro, prelavadas con acido), por agitaclon en un vortex a
maxima velocidad por 7 veces durante 45 seg. La suspension se
mantuvo a 4°C durante 1 min. entre cada agitacion. Para separar los
restos celulares se centrifugd por 20 min. @ 15,000g. Posteriormente se
determind la concentracién de proteinas por el método de Bradford®.
La actividad de AQ se determind por el método de Verduyn y cols.>* y Ia
actividad de catalasa por el método de Lick®,

2.4.4 Andlisis Citoquimico e Inmunocitoquimico

Para evaluar la actividad y localizacion sub-celular de ko enzima AQ, en
las células CEl se obtuvieron esferoplastos y se analizaron por métodos
citoquimicos e inmunaocitogiuimicas.

2.4.4.1 Obtencidon de tsferopiastos.

La obtencidn de esferoplastos se llevd o cabo a partir de una
alicuota del cultivo con una densidad equivalente a 20 unidades de
DOgs/mL. Las células se incubaron con pg-mercaptoetanol 0.2 M en
sorbitol 3 M (amorfiguador A; ver apéndice B) durante 10 min. @
temperatura amblente y se centrfugaron, se elimind el sobrenadante y
las celuias se lavaron en amertiguador de sorbitol 3 M, se centrifugaron,
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el botén celular se resuspendid en amortiguador de sorbitol 3 M
adicionado con 1 mg/mL de zZimoliasa (amortiguador B) y Ias ¢células se
incubaron a 37°C durante 30 a 40 min. Se observd al microscaplo de luz
la formacidn de esferoplastos y el proceso se detuvo al colocar la
suspension en hislo.

2.4.4.2 Andiists Cltoquimico: Método del Tricloruro de Cesio
(Veenhuis y cols 1976).

Para el andlisis citoquimico los esferoplastos se fljaron en glutaraldehido
al 0.1 % en solucidn de cacodilgte de sodio C.1M (solucidon C; ver
apendice B), se lavaron con amortiguador de sorbitol 3 M y se
resuspendieron en glutaraldehido al 6 % en solucion C, se lavaron con
amortiguador Tris-HCl @ pH 8, y se Incubaron can tricloruro de cesio
(CeCl;) § mM en presencia de 50 mM de aminotriazal, Posteriormente se
lavaron y se incubaron en un volumen de la misma solucién adicionada
con 50 mM de metanal, a 37°C durante 2 hrs. Se camblé el medio cada
hora y la solucion se oxigend, Los esferoplastos se lavaron con solucion C
a pH 6, y se fijaron en giutaraidehido af 6 % en soiucion D. Se post-fiiaron
con mezclas de tetradxido de osmio al 0.5 % y dicromato de potasio al
2.5 % en solucion D y se deshidrataron e incluyeron por €l metodo
descrito para MET.

2.4.4,3 Andiisis Inmunacitoquimico: Método de a Proteina A-oro
Colcidal (Slot y Geuze 1984).

Los esferoplastos se fijaron en glutaraldehido al 3 % en soluclén C, se
lavaron <con NalO, al 0.1 % y en seguida con NH,Cl al 1 %, se
resuspendiaron en alcohal al 80 % y se centrifugaron por 15 min.. Para la
pre-inclusion [as muestras se colocaron en soluciones de NN
dimetilformamida (OMF) al S0, 75 y 100 % en etanol al 50 %, y luego en
mezclas de DMF:Lowlcryl-KaM vy 1a inclusion se realizd en Lowicryl-KAM. La
polimerizacidn de a resind se efectud bajo luz uliravioleta. Se obtuvieron
caortes finos y se montaron en rejilas de niquel con soporte de Formvar.
Se bloquearon los sitios de unién inespecifica con clbumina sérica
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bovina (BSA) y los cortes se@ incubaron con anticuerpos especificos anti-
AQ, se lavaron en amorfiguador PBS-glicing, despuss se incutbaron con
la proteina A-conjugada con particulas de oro coloidal de 15 nm de
cdiémetro, se lavaron y se confrastaron con acetato de uranito al 1 %.

2.4.5 Andlisis Utraestructural, Bioquimico y Ciloquimico e
Inmunocitoquimico bajo Condiciones Quimiostaticas.

Para caracterizar a fas células Cei bajo condiciones de maxima
induccion peroxisomal, se incubaron en un cultive quimlostatico (ver
secclon 2.3.2)

Se obtuvieron muestras de aste cultivo para redlizar los siguientes
andllsis :

e Ultraestructural de ias células completas y de esferoplastos

o Citoquimico e inmunocitoquimico de esferoplastos

Simultaneamente se redlizd la determinacién de la actividad de
las enzimas AQ y catakasa en extracto libre de celulas y la determinacion
de la concentracion de glucosa y de metanol residual en el medio de
cultivo,

2.5 Aislamiento y Caracterizacidon de Células de H. polymorpha leul-1
cen Disfuncion Peroxisomal.

Para contar con un modelo bicldgico eucariote que presente
disfuncién peroxisomal inducida por la peroxisomicing A1 y que permita
caracterizar a nivel molecular el mecanismo de la interacclén toxina-
peroxisoma, se redlizd la misma estrategia experimental establecida en
las secciones de la 2.3.4 a la 2.5, excepto que se utilizaron células de H.
polymorpha con un marcador auxoiréfico (leu 1-1). Las células que
presentaron disfuncion peroxiscmal después de la evaluacidn
morfologica, bioquimica y funcional. se denominaron células
experimentales tipo Il {(células CEll) para diferenciarlas de las células CEH.
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2.5.1 Andlisis Genélico

Para valorar sl la disfuncidén peroxlsomal que presentaban Ias
células CEl y las células CEll se debia ¢ un defecto genético, se
realizaron experimentos de apareamlento, complementacion y andlisls
de esporas al azar.

Para identificar a las diferentes cepas de H. polymorpha que se
utilizaron en estos ensayaos, se establecio la siguiente nomenclatura:

WT = células slivestres, normales prototrdficas (no requieren Ia
presencic de aminodcidos especificas).
leul-1 = células mutantes con marcador auxotrdfico feul-1
(requieren |la presencia de Lleucing).
células mutantes con doble marcador auxotréfica
(requieren de gdenina y L-metionina).

adel imeté

ura = células mutantes que requieren de uracilc.

Mut™ = células deficientes en la utilizacion del metkanol

2.5.1.1 Obtencién de Células CEl con Marcadaor Auxotrdfico wra'.

Para llevar a ¢cabo los experimentos de complementacion, en un
prinCipio se intentd introducir un marcador auxctréfico a las celulas CEl
por medio de cruzas entre estas células y células de H. polymorpha con
marcadores auxotrdficos (adel Imeté). Sin embargo, no se obtuvieron
hibridos después de varios infentos. Por lo tanto, se decidid infroducir un
marcadaor auxotrofico (ura’) a las células CEl por medio de (a seleccion
de colonias resistentes al acido 5-fluoro ordtico®? (5-FOA: andlogo de
plrimidina), por medic del siguiente procedimiento: una colonia de
células CEl se incubd durante 16 hrs. en YPD liquido. Se obtuvo un
volumen de 10 mL del cultivo ¢con una densidad equivalente a 2
unidades de DO, ,/mL (equivalente a una paoblacion de 10° células/mL).
las células se centrifugaron, se elimind el sobrenadante, el botdn celular
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se resuspendidé en 1 mL de YPD liquido y las células se sembraron paor
extension en agar YND adicionada con §00 pg/mL de §FOA y 80 pg/mL
de uracile. Las placas se incubaron a 37°C. Una vez que [as colonias se
formaron, se replicaron en placas de agar YND con y sin uracllo {(medio
selectivo) y se selecciond a las ¢colonlas que presentaron el fenotipo

desecdo; colonias ura y ademdas deficientes en el crecimiento en

metanol, es decir Mut ura’.

2.5.1.2 Ensayas de Complemeantacion.

Las células CEl Mut'ura” v las células CEll Mutleul-T se cruzaron
entre si y a su vez con sus respeaclivas cepas iscgenéticas que contenian
los marcadores complementarios, es decir uragd y leul-1. Para la

obtencion de células diploides (CELLCEll). se sembraron & colonias de
células CEl en forma de estrias sobre una placa de agar YPD y ésta se
replicd sobre una placa de agar EM que contenia colonias de células
CEll. Esta placa se incubd por 3 dias y despues se replicd sobre una
placa de agar YND sin marcaderes (ne se adiciond uracilo ni leucing).
Esta dltima placa se Incubd por 3 dias y enseguida se replicd sobre una
placa de agar YNM sin marcadores. Después de la obtencion de células
diploides CELCEI, se analizd la capacidad de las mismas para crecer en
metanol y se sometieron a un andlisis de esporas al azar,

2.5.1,.3 Andlisis de Esporas al Azar.

Para establecer el ligamiento entre los probables genes afectados
de ambas cepas, (os células dipiloides CEI.CEll se sembraron en agar EM
en forma de estrias, se incubaron por 3 dias, se suspendieron en 10 mL de
aguaq, se obtuvo un volumen de 0.9 mL de esta suspensidn y se agregod
0.1 mL de dietil éter. Las suspension de células se incubd por 20 min. a
temperatura ambiente bagjo agitacion, se redlizaron tres diluciones
diferentes para obtener 10, 100 y 800 colonias por placa. Las diluciones
se sembraron en placas de agar YPD y se incubgaron durante 4 dias @
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40°C. Estas placas se replicaron en placas de agar YNM y placas de
agar YND (con y sin marcadores) y se incubgaron por 3 dias. Para sl
andlisls del fenofipo de la progenie se contaron 100 colonias y se
cdetermind su naturcleza prototréflica o auxotrdfica y la capacidad de
crecimiento en metano! o glucosa, tanto en presencla como en
ausencla de marcadores selectivos.

2.6 Analisis Estadistico

En los experimentos que por su naturaleza, fue posible que se
realizaran por triplicado, la significancia estadistica de los datos se
estimd por medio de (a prueba t de Student. Los valores en las graficas
representan la media de tres determinacianes y la barra representa + la
desviacidn estandar (DS).



CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1 Evaluacion de las Condiciones Optimas de Cultivo
3.1.1 Andlisis Ullraestructuial

La figura 2 muestra los cambios ultraestructurales que presentaron
las células de Hansenula polymonpha despues de transferirlas de un
medic con glucosa a un medio con metanol como unica fuente de
carbona.

Durante |a fase de crecimiento media exponencial en glucosa, Ias
células contenian generalmente un sélo peroxisoma pequerno de forma
Irregular, con matriz homogénea sin inclusiones cristalinas y localizado
muy cerca de la pared celular. Con frecuencia el peroxisoma se observd
muy proximo a cisternas del reticulo endopldsmico (flgura 2A). Durante
la fase de crecimiento estacionaria, ia forma del peroxisoma cambid de
osférica a cubica

Las células en la fase de crecimiento media exponencial en
glucosa. se incubaron en medio con metanol y se observd aumento en
el tamano y nimero de peroxisomas con respecta al tiempo de cullivo
(figura 2B-E). Después de 2 hrs. de cultivo en metanol, el tamano del
peroxisoma incrementd gradudlmente, Se observaron dos estados
subsecuentes de crectmlento del peroxisoma a las 6 y a las 8 hrs.
Ademds del crecimiento del peroxisoma, ocasionalmente se cbservd
mas de un peroxisoma por célula, generalmente de 2 a 3. La figura 2F
muestra el arreglo cristalolde de la AO 2 hrs. después de la fransferencia
de las células al medio con metanol,
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Figura 2. Micrografias Electronicas de Transmision de Células de A polymomha Durante
el Crecimiento en Diferentes Condicicnes. A) célula obtenida de la fase de
crecimiento exponencial en glucosa 0.5 %. B, C, D, E y F) células obtenidasa las 2, 4, 6
y 8 hrs. de cultivo en metanol 0.5 %. F) esferoplastos preparados de células obfenidas a
las 2 hrs, en metanol, que muestran el arreglo cristalcide (*). de la AO dentro de un
peroxisoma. Abreviaturas: N, nacleo; M, mitocondria; P, peroxisoma; V, vacuocla. La
barra representa 0.5 um.
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3.1.2 Andlisis de la Cinédtica de Crecimiento Celular

El crecimiento de las céluias en medio con metanol, genaraimente
comenzd después de una fase de adaptacion de 4 a 6 hrs. El tiempo de
generacion fue de 4 hrs., aproximadamente.

Los procedimientos que se llevaron a cabo para la obtencidon de
las condiciones Sptimas de cultivo, en Ias que las células de Hansenula
polymompha presentaron por lo menos un peroxisoma, se describen a
continuacién: las células pre-culivadas en YND liquido se Incubaron en
medio YNM liquido por 6 a 7 hrs. a 37°C bgjo agitacidn constante. La
figura 3 muestra la curva de crecimiento en metanal y se indica ¢con una
flecha la fase de crecimiento a ka cual se obtuvieron las condicicnes
anfes menclonadas.

10

Absorhancla (660nm)
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FAgura 3. Cinética de Crecimiento Celular en Metanal de
Hansenula polymoroha. Los valores represontan el
promedio de tres determinaclones £ DS.
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3.2 Evaluacion del Efecto de la Peroxisomicina A1 sobre los Peroxisomas
de Hansenula polymorpha.

Las muestras de células obtenidas después de 60 y 120 min. en
presencia de § ug/mL de peroxisomicina Al, se evaluaron por

microscopia electronica de transmision; se observd una inferrupcion en la
contfinuidad de la membrana peroxisomal. No se observd dano en las
membranas del resto de los organelos, bajo Ias mismas condiciones. En las
muestras correspondientes a los 60 min., se observaron células que
contenian un sdlo peroxisoma, que generalmente presentaba
fragmentaciéon de la membrana (figura 4A); mientras que en las muestras
de 120 min. ocasionalmente se observaron células con mds de un
peroxisoma, algunas de las cuales presentaban fragmentacién de la
membrang peroxisomal, y en ofras no se observaron alteraciones
morfologicas (figura 4B).

Figura 4. Micrografias Electrdnicas de Transmision de Células de Hansenula
polymorpha Incubadas en Presencia de § pg/mL de Peroxisomicina Al Obtenidas
Después de 60 (A) y 120 Minutos (B): A) muesira el dano-sobre un peroxisoma.
caracterizado por interrupcidon en la continuidad de la membrana peroxisomal
(flecha); B) muestra el dafo sobre la membrana de dos de los peroxiscmas
presentes en la célula (flechas). N, nlcleo; M, mitocondria; P, peroxisoma; V.,
vacuola. La barra representa 0.5 um.



3.3 Aislamiento de Células con Disfuncién Peroxisomal.

Por medio de la técnica de replicacién en placa se detecté una
colonia de células que no crecldé eficientemente en metanol,
comparada con las células control sin toxina. Esta colonia se sembré por
extension sobre agar con glucosa. Después de que se formaron colonias
se replicaron sobre agar con metanol y no se observd crecimiento en
este substrato (figura 5). Estas células que comenzaron a crecer
lenfamente hasta después de 8 a 10 dias, representan la progenie de las
células que estuvieron incubadas con la peroxisomicing Al y se
denominaron células experimentales tipo | (células CEl).

Figura 5. Técnica de Replicacion en Placa. Las células control sin peroxisomicina A1 y las
células incubadas en presencia de § pg/mL de peroxisomicina A se diluyeron, se
sembraron en placas de agar con glucosa al 0.5 % y posteriormente se replicaron sobre
placas de agar con metanol al 0.5 %, Panel superior: Células control; A) glucosa, B)
metanol. Panel Inferior: C) muesira la progenie de la colonia de células deficlentes en
el crecimiento en metanol que se selecciond (celulas CEl) y se sembrd en glucosa; D)
las colonias formadas en glucosa se replicaron en placas de agar con metanol no se
observa crecimiento en este subsirato.
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3.4 Evaluacion de la Funcion Peroxisomal en las Células Experimentales

3.4.1 Andlisis Ultraestructural

La figura é muestra las diferencias utraestructurales existentes enire
las células control y las células CEl durante el cultivo en medio con
metanol. A las 4 hrs. en las células control generamente se obsernvd un
solo peroxisoma con morfologia normal. asi como el resto de {os
organelos celulares (figura 6A); mientras que en las células CEl se
observd un solo peroxisoma pequeno de forma irregular, rodeado
estrechamente por membranas pre-autefdgicas (figura 6B). Estas
membrands gue rodean a la membrana peroxisomal, 3010 se observaron
en células que presentaron peroxisomas on procesce de autofagia que
condujo a la degradaclon de estos organeglos en la vacuola digestiva.

A las 8 y12 hrs. se observo en las células contral la presencia de dos
o mads peroxisomas con merfologia normal (figuras 6C y 6E). Las figuras
6D y OF presentan muestras correspondientes al cultivo de células CEl
obtenidas a los mismos tiempos, en donde se observan peroxisomas
pequenos, de morfalogia irregular rodeados por membranas pre-
autofégicas (flechas).

Posteriormente, el complejo membrana pre-autofdgica-
peroxisoma se fusiond con la vacuola digestiva en donde se observd
degradacion del peroxisama {figuras 7A, 7B y 7C).

Después de 24 hrs, de cultivo se observo en las celulas CEl,
desorganizacion celular general y a las 48 hrs. imagenes tiplcas de
muerte celular (figuras 8A 'y 8B).
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Figura 6. Micrografias Electrénicas de Transmision de Células Control y Células CEl
durante el Crecimiento en Metanol. El panel izquierdo muestra Ia ultraestructura de las
células confrol a las 4, 8 y 12 hrs. (A. C y E, respectivamente). El panel derecho
corresponde a las células CEl a los mismos tiempos de cultivo (B, D y F). Se observa la
iregularidad en la morfologia y numerc de los peroxisomas. Las flechas senalan lo
presencia de membranas pre-autofagicas. N, nGcleo; P, peroxisoma: M, mitocondria; V.
vacuola. La barra representa 0.5 um.
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Figura 7. Micrografias Electrénicas de Transmision de las Células CEl. A) muestra la
asociaciéon entre la membrana pre-autofagica y el peroxisoma (flecha). B) se observa
un peroxisoma en el interior de la vacuola digestiva. C) muestra la degradacion
proteolitica del peroxisoma. N, ndcleo: P, peroxisoma, M, mitocondria; V, vacuola. La
barra representa 0.5 um.
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Figura 8. Micrografias Electronicas de Transmision de las Células CEl. A) muestra la
desorganizaciéon celular generdilizada que presentan estas células después de 24 hrs.
de cultivo en metanol. B) muestra células muertas después de 48 hrs. de culfivo. N,
ndcleo; P, peroxisomna; M, mitocondria, V, vacuola. La barra representa 0.5 um.
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3.4.2 Andlisis de la Funcién Peroxisomal

En la figura 9 se muestra la gréfica de la cinética de crecimiento
celular versus la capacidad de utilizacion del metanol, por las células
control y las células CEl.
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ngro 9. Cinética de Crecimiento Celular y Utilizacion de Metanol por las
Células Control (. A) y Células CEl (@.0), Cada valor representa o media
de tres determinaciones + DS.

Se observd que los células CEl son incapaces de crecer
eficientemente en este substrato ya que la densidad de estos cultivos
siempre mostrd valores por debgjo de los obtenidos en los culfivos
control. El tiempo de generacion (1) calculado para las CEl fue de 6 hrs.,
mientras que el calculado para las células contfrol fue de t,= 4 hrs.. La
tasa de utilizaciéon del metanol por las células CEl se encontrd disminuida,
ya que se detectd una concentracién excedente de metanol del 18 %
(13 mM) en la fase de crecimiento exponencial media (24 hrs.). A las 36
hrs. se detectd 3.6 veces mas metanol (42 mM) que en los cultivos control
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(16 mM), aunque las células CEl utilizaron todo el substrato en un intervalo
de tiempo similar al del control (60 hrs.).

Por ofro lado, se observd que las células CEl crecleron en todas las
fuentes de carbono y nitrdgeno seleccionadas, sin embargo en etanol,
metilamina y glicerol el crecimiento fue relativamente lento (figuras
10,11,12 y 13). Es importante mencionar que estos Ultimos substratos

requieren de la presencia de enzZimas peroxisomales para su
metabolismo.
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FAgura 10. Cinética de Crecimiento Cejular de las Céluias Control
(—) y Células CEI (—) en Glucosa/Sulfato de Amonio. Los valores
representan la media de tres experimentos + DS,
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Agura 11. Cinética de Crecimiento Celular de las Células Control

(—) y Ceélulas CEl () en Etanol/Sulfato de Amonio. Los valores
representan la media de tres expeimentos DS,
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Agura 12. Cinéfica de Crecimiento Celular de las Células Control
(—) y Células CEl (—) en Glucosa/Metilamina. Los valores
representan la media de tres experimentos = DS.
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0 4 8 12 16 20 24

Figura 13. Cinética de Crecimienio Celular de las Células Control
(—) y Células CEl (—) en Glicerol/Sulfato de amonio. Los valores
representan la media de.fies experimentos + DS.

3.4.3 Andlisis Bioguimico

En la tabla 3 se presentan los valores de densidad optica v ka
actividad especifica de AO y de catalasa con respecto d tiempo de
cultivo para las células CEl y para las células control. Estos resultados
indican que, si bien ambas enzimas son inducibles en las células CEl, la
actividad de AO en estas células después de 8 hrs. de cultivo en metanol
se mantfuvo disminuida en un 80 %, con respecto al control, La actividad
de catalasa no se modificd.
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TABLA 3

ACTIVIDAD ESPECIFICA OE ALCOHOL OXIDASA Y CATALASA EN CELULAS CONTRCL Y
CELJLAS EXPERIMENTALES TIPO |

NEMPO () ALCOHOL OXIDASAS CATALASA
Célylgs CEl Células Cantrol Céiwas CEl Céluas Control
0 Q g 29108 31102
4 07402 07403 WBMm21 <8018
8 12401 25403 1440815 14801 8
12 2105 4212 177.0t1.6 1720820
% 25102 47215 190025 190043 1

o ocﬁwdold <o alcohol qmosa 52 expresa como Unidadessmg L'Jroteu‘t'ld1 y 10 de cataksa como
AAguge Min *rmg proteing’ .
Cada valor representa ka media de tres deteminaciones £ DS.

3.4.4 Andlisis Citoguimico e Inmunocitoquimico

Se redlizaron estudios de citoquimica e inmunocitoquimica para
identificar una probable relacidn existente entra los valores disminuidos de
la actividad especitica de AO cbfenidos en las células CEl, con el posible
importe deficlente de la AO hacia las peroxisomas.

Los estudios citoguimicos mostraron que en lkas células CEl «a
actividad de AO estaba presente desde las primeras dos horas de cultivo
en metanol. En la figura 14A, se muestra la reaccion paositiva para AO
dentrc de 1os peroxisomas Intactos, asi como en algunos peroxisomas que
se encuentran dentro de la vacuola, No se observa pasitividad de ki
reaccion en ningun otro sitio de la céalula.



Figura 14. Micrografias Electrénicas de Transmision del Andlisis Citoquimico e
Inmunocitoquimico para la Localizacién Subcelular de AO en las Células CEl. Las
células se pre-cultivaron el glucosa al 0.5 % y posteriormente se transfirieron a medio
con metanol al 0.5 %. A) muestra obtenida a las 2 hrs. de cultivo; se observa que la
actividad de AO (*) se localiza dentro de los peroxisomas intactos asi como en un
peroxisoma que se encuenfra dentro la vacuola digestiva. B) se observan las particulas
de oro coloidal dentro de los peroxisomas, o que indica la localizacién de la AO dentro
de estos organelos. C) muesira obtenida después de 4 hrs. de cultivo, que muestra la
induccién de la AO con respecto al tiempo. N, nlcleo; P, peroxisoma; M, mitocondria,
V., vacuola. La barra representa 0.5 um.
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La locdlizacion subcelular de AO se confimd por
inmunocitoquimica con anticuerpos especificos anti-AO. En la figura 14B
se demuestra que la AO se locdliza exclusivamente dentro del
peroxisoma. Después de 4 hrs. de cultivo en metanol, se observd un
aumento en la inducciéon de AO con respecto al flempo de cultivo (figura
14C).

345 Andlisis bajo Condiciones Quimiostaticas (Ultraestructural,
Bioquimico, Citoquimico e Inmunocitoquimico)

La figura 15 muestra la cinética de crecimiento bagjo condiciones
quimiostaticas para las células CEl y para las células control. Se observa
que no existe gran diferencia entre las dos cinéticas.

10
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FAgura 15. Cinética de Crecimiento Celular de las Células Control
(—) y Células CEl () bajo Condiciones Quimiostéticas (glucosa
0.256 %/Metanol 0.30 %). Los valores representan la media de tres

experimentos + DS.
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En ambos casos, durante el cultivo en glucosa se obtuvo una DO,
de 3.3 unidades. En el cullivo de células CEl la DO,y aumentd
paulatinamente hasta 6.6 unidades después de la adicidn de la mezcla
gluccsa/metanol, ésta DO, permanecid constante durante todo el
cultivo; mientras que en el cultivo de células control se obtuvo una DO,
igeramente mayor (7.0 unidades de DO.,/mL). Se determind ki
concentracidon de glucosa y de metanol en el medio de cultivo para
ambos cultivos en la fase de crecimiento en equllibric, y no se detectd ka
presencia de estos substratos, lo que indicd que las células los utilzaron
por completo.

Se determiné la actividad especifica de AO v la de catalasa en
extracto libre de células. En las células CEl se obtuvo una actividad
especifica de AO de 2.2 U(mg.proteina)”, valor significativamente mas
bajo que el obtenldc en los culfivos control (8.0). La actividad de catalasa
no se madificd.

E andlisis ultraestructural de las células CEl mosttd alteraciones
tanto en la morfologia comao en el nimero de los peraoxisomas. En la figura
16A se presenta la imagen tipica de una célula bjo condiciones
gquimiostaticas, en  donde se observa induccidn masiva de los
peroxlsomas, que presentan una forma ligeramente cuboide. En las
céluias CEl se observa un nimero menor de peroxisomas, los gue
presentan contorno Irregular, estdn rodeados por membranas pre-
autofdgicas y asoclados esfrechamente a ia vacuola (figura 16B).

Se obtuvieron esferoplastos de células control y de células CEL. En ia
figura 17B se muestra que en las células CEl o arreglo cristaloide
caracteristico de ia AQ se encuentra dentro de 105 paroxisomas y en &l
interior de la vacuola digestiva, 10 que indica degradacidn peraxisornal.
En la figura 17A se muestra que en las célukas control, el arreglo cristalside
de la AO se encuentra unicamsnte en los peroxisomas.
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La degradacion de peroxisomas en las células CEl se confirmé por
inmunocitoquimica con anticuerpos especificos anti-AQO y marcaje con
oro coloidal-proteina A. En la figura 17C se observa que lka marca se
encuentra localizada en un peroxisoma en proceso de degradaciéon en
el interior de la vacuola autofagica.

Figura 16. Micrografias Electronicas de Transmision de las Células Confrol y de las
Células CEl bajo Condiciones Quimiostaticas. A) muestra la induccién peroxisomal
caracteristica de células confrol bajo estas condiciones. B) se observa en las células
CEl un menor nimero de peroxisomas con morfologia anormal y rodeados por la
vacucla autofagica. N, nlcleo: P, peroxisoma: M, mitocondria, V, vacuola. La barra
representa 0.5 um.
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Figura 17. Micrografias Electrénicas de Transmisién de esferoplastos de las Células
Control y de las Células CEl bajo Condiciones Quimiostaticas. A) Células control:
muestra el arreglo cristaloide de la AO (*) dentro del peroxisoma. Células CEl: B)
muestra la estructura cristaloide dentro de la vacuola; C) muesira la localizaclén de la
AO dentro de un peroxisoma en proceso de degradacion. N, nlicleo; P, peroxisoma; M,
mitocondria, V, vacuola. La bara representa 0.5 pm.
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3.5 Aislamiento y Caracterizacion de Células de 4. polymorpohe leui-T1
con Disfuncidn Peraxisormnal.

De acuerdo con los datos ultrasstructurales, bioquimicos
fisioladgicos, citoguimicos e Inmunocitoquimicos cbienidos, los células CEl
presentaron disfuncion peroxisomdal, sin embargo esta disfuncion no se
caracterizaba por la ausencla total de peroxisomas, sino por la
presencia de peroxisomas con caracteristicas morfoldgicas y funcionales
deficientas. Debido a esto se procedid a redlizar experimentos para
qislar células de una cepa de A polymorpsia con un marcador
auxotrofico. que presentara las mismas caracteristicas de disfuncion
percxisomal que las células CEl. Estas células serian utilizadas para
caracterizar a nivel molecular el dano producido por I peroxisomicina
Al.

Después de incubar células de A, poymeomphia feu/-1 en presencia
de & pg/mlL de peroxisomicina A1 y de andlizar las muestras por MET, se
observd que las celulas contenian peroxisomas cuyd membrana se
encontraba fragmentada (figura 18). De esta forma se reprodujo el
mismo efecto de la peroxisomicina A1 obtenido en la seccion 3.2, en
esta ocasidn sobre una cepa de levaduras con un mMAarcador
auxotrofico.

Se utilizo la tecnica de replicacion en placa y se disld una ¢colonia
de células que presentd dificultad para crecer en metanol en madio
solido (figura 19). Estas células se denominaron células experimentales
tipo il (céluias CEll) para diferenciarias de las celulas de la cepa
prototréfica alslada iniciamente (células CEl).
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P

Figura 18, Micrografia Electronica de Transmision de Células de Hansenuia &

leui-1 Incubadas en Presencia de § pg/mlL de Peroxisomicina A, Obtenidas Después
de 60 Minutos. Se muestra el dano sobre un peroxisoma observandose una interrupcion
de la continuidad de la membrana peroxisomal (flecha)., mientras que el otro
peroxisoma se encuentra rodeado por una membrana pre-autofagica (punfa de
flecha). N, nucleo; M, mitacondria; P, peroxisoma; V. vacuola. La barra representa 0.5
um.
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Figura 19, Técnica de Replicacion en Placa. Las células conirdl sin peroxisomicina A y
las células incubadas en presencia de 5 pg/mL de peroxisomicina Ai se diluyeron, se
sembraron en placas de agar con glucosa al 0.5 % y posteriormente se replicaron
sobre placas de agar con metanol al 0.5 -%.-Panel superior: Células -control; A)
glucosa, B) metanol. Panel inferior: C) muestra la progenie de la colonia deficiente en
el crecimiento en metanol (células CEll) que se selecciond y se sembrd en glucosa; D)

las colonlas formadas en glucosa se replicaron en placas de agar cen metanol; no se
observa crecimiento en este substrato.

Las células CEll se cultivaron en mefanol y se analizaron
ultfraestructuralmente, Se observd que Ias células CEll presentaron
caracteristicas muy similares a las células CEl. En la figura 20A se muestra
que las células CEll presentan peroxisomas de forma irregular, rodeados
por membranas pre-autofagicas. A tlempos de cultivo prolongados (12
hrs,) se observd que las células contenian un menor nimero de
peroxisomas, y que estos eran de tamano pequeno (figura 20B); algunos

peroxisomas se enconfraban en diferentes estadios de degradacion
(figura 20C).
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Figura 20. Micrografias Electronicas de Transmision de las Células CEll. Las células se pre-
cultivaron en glucosa al 0.5 % y posteriormente se transfirieron a medio con metanol al
0.5 %. A) muestra obtenida después de 4 hrs. de cultivo en donde se observa la
asociacion entre la membrana pre-autofagica y el peroxisoma de las células CEll. B)
muestra obtenida a las 12 hrs. de cultivo en donde se observa anormalidad en el
nimero y tamano de los peroxisomas presentes en las células CEll C) muestra un
peroxisoma en proceso de degradacion. N, nucleo; P, peroxisoma: M. mitocondria; V,
vacuola. La barra representa 0.5 pm.
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En la fase estacionaria de crecimiento se observé que las células
CEll degeneraron con mayor rapidez que las células CEl bagjo las mismas
condiciones de cultivo; como consecuencia, en el cultivo de células CEll
cesd el crecimlento a tliempos mas cortos que en el cultivo control y que
en el cultivo de células CEl. Bajo estas condiciones, en el cultivo de células
CEll se observd desorganizacion y muerte celular (figura 21A y 21B).

Figura 21. Microgrdafias Electrénicas de Transmision de las Células CEll Obtenidas en la
Fase Estacionaria de Crecimiento, A) muestra obtenida después de 24 hrs. de culfivo
en donde se observa desorganizacién celular generalizada. B) muestra obfenida a
las 48 hrs. de cultivo en donde se observan varias células muertas. N, nicleo; P,
peroxisoma; M. mitccondria; V, vacuola. La barra representa 0.5 pm.

Se andiizd la cinética de crecimiento celular en metanol, la
capacidad de utiizacidn del metanol y se determind la actividad
especifica de AO y la de catalasa. Se obtuvieron resultados muy similares
a los obtenidos para las células CEl (figura 22 y tabla 4).
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Figura 22. Cinética de Crecimienio Celular y Utllizacion de Metanol por las
Células Control (A.A) y-Células CEll (@.0). Cada valor represenia la media
de tres determinaciones = DS.

TABLA 4

ACTIVIDAD ESPECIFICA DE ALCOHOL OXIDASA Y CATALASA EN CELULAS CONTROL Y

CELULAS EXPERIMENTALES TIPO Il
TIEMPO (hrs.) ALCOHOL OXIDASAS CATALASA
Células CEll - Células Control Céluias CEIl Caluias Control
0 0 0 2.60:0.20" 3004010
4 0.6640.10 072020 98.00:2.20 102.001.50
8 1.60:0.20 2.60:0.10 156.00£1.20 158.001.40
12 270403 0 4404080 182.00¢1.40 17800:2.10
2 2804020 500£1.20 19300£2.20 186004350

‘Loocthoddadcd\doudcsoseemesoom\oUddodes-mgpmfeha"ylodecotdasocorm

B -1
AAj 0« MIN. *mMg proteina .
Coda valor representa la media de fres deteminociones £ DS.




55

En las figuras 23, 24, 25 y 26, se observa que las células CEll son
capaces de crecer en otras fuentes de carbono y nitrégeno, aunque es
evidente que la cinética de crecimiento estd disminuida en los cultivos
con etanol, metilamina y glicerol; estos son substratos que requieren de la
presencia de enzimas peroxisomales para su metabolismo.
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Figura 23. Cinética de Crecimiento Celular de las Células Control
(—) y Células CEll (—) en Glucosa/Sulfato de Amonio. Los valores
representan ja media de tres experimentos = DS,
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Figura 24. Cinética de Crecimiento Celular de las Células Control
(—) y Células CEll (—) en Etanol/Sulfato de Amonio. Los valores
representan la media de tres experimentos = DS,
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Figura 25, Cinética de Crecimiento Celular de las Células Control
(—) y Celulas CEl (—) en Glucosa/Mefilamina. Los valores
representan la media de tres exparimentas + DS.

Fgura 26. Cinética de Crecimiento Celular de las Células Control
(—) y Células CEll (—) en Glicerol/Sulfato de Amonio. Los valores
representan la media de tres experimentos + DS.
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La figura 27 muestra el andlisis inmunocitoquimico para la AO, en
donde se observa que la enzima se localiza dentro de los peroxisomas, 1o
que indica que el importe de esta profeina no esta afectado.

Con estos resultados, se establecid que las células CEll también
presentaron disfuncién peroxisomal.

Figura 27. Micrografia Electronica de Transmision del Andlisis Inmunocitoquimico para
AO en las Células CEll. Las células se pre-cultivaron en glucosa al 0.5 % y
posteriormente se transfireron a medio con metanol al 0.5 %. Muestra obfenida
después de 4 hrs. de cultivo en donde se observa la localizacién de la' AO dentro del
peroxisoma. N, ndcleo; P, peroxisoma; M. mitocondria; V, vacuola. La barra representa
0.5 um.
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3.5.1 Andilisis Genético

Para establecer sl [a disfunclon peroxisomal que presentaban las
célulos CEl y los células CEll se debia a un defacto genético, se
redlizaron experimentos de gpareamiento, complementacion y andlisis
de esporas al azar. Para tal efecto, se obtuvo una cepa de células CEl
con marcador auxotréfico.

3.5.1.1 Obtencidn de Células CEl con Marcador Auxotrdfico ura’.

Después de que las células CEl se Incubaron en presencia de &-
FOA y las colonlas resistentes a este caompuesto se replicaron en medio
selectlvo, se obtuvo una colonia que mosird un fenotipo Mut'ura, es

decir iIncapaz de crecer en metancl e incapdz de crecer en ausendcid
de uracilo {auxotrdfica para uracilo).

3.5.1.2 Ensayos de Complementacidn y Andlisis de Esporas al Azar.

Para establecer sl el defecto que presentaban las células CEl
(crecimiento deficiente en metanol: Mut™ ) era complementado por las
células CEll, se realizaron experimentos de complementacion genética.
Las células diploldes que se obtuvieron de la cruza entre las cepas CEl
Mut'ura y CEll Mut'leul-] crecieron normalmente en metano! a la misma
velocidad que las células control; asl mismo, las células diploides
obtenidas de la cruza entre fas cepas CEl Mut ura y CEll Mut'leul-T con

sus respectivas cepas Isogenéficas que contenian marcadores
complementarios, Crecisron normalmente en metanol (sin marcadores;
uracilo o leucing). Estos resultados Indicaron que no hubo
complermentacion enfre ambdas cepas CEl y CEll.

Por otfro lado el andlisls de esporas al azar, mostrd que el 74 % de la
progenie crecid normalmente en metanol, 16 que indicd que el defecto
en ambas cepas es de caracter recesivo Yy ademdas confirmd que no se
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complementan entre ellas. La tabla 6 muestra el nimero de casos con
respecto al fenotipo observado.

TABLA 5
ANALISIS DE ESPORAS AL AZAR

FENOTIPO CASOS

leu Muf 6

leu Mut 35

ura Mut’ 8

ura Mut* 7
uraleu Mut’ 10
uraleu Mut* 34

TOTAL 100




CAPITULO 4

DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente trabgjo permiten aceptar
la hipétesls de frabajo propuesta, ya que se aislaron dos cepas de la
levadura ~. polvmorha con disfuncidn peroxisomal, después de redlizar
cultivas en presencia de una dosis ne letal (& pg/mL) de peroxisomicina
Al

En la presente Investigacion no se conslderd el establecer |a
capacidad mutagenica de la peroxisomicina Al Sin embargo. es una
dudda que hasta el momento permanece y obliga a cuestionar: ¢ges la
peroxisomicina A1 un agente mutageno?. Por lc anterior, es Importante
senalar {0s posibles mecanismos por [os cuales {a peroxisomicina Al
podria causar disfuncidn peroxisomal en células de AHarisenula
oolymonoha (figura 28).

1. La peroxisomicing Al podria danar directamente o la membranc del
peroxisoma, el cual seria incapaz de dividirse. Las ¢olulas con peroxisomas
dafados, darian lugar a celulas con deficiencia peroxisomal.

2. Lo peroxisomicing Al podria afectar a la informacion genética relkacionada
con g maguinaria encargada de ka sintesis de proteinas peroxisomales. Este
dano podna causar gusencia fotal o parcial, o disfuncion total ¢ parcial de
algunads) proteinals) necesana(s) para lka adecuada formacion de nusvos
peroxisomas (por fisidbn de peroxisomas preexistentss). El darfo podria
traducirse en la produccion de ) células deficientes en peroxisomas o i)
células con peroxiscmas anormalas debide a la Incorporacion de proteinas
alteradas d los nuevos peroxisomas.
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POSIBLE MECANISMO I
EFECTO DIRECTO SOBRE LA MEMBRANA
PEROXISOMAL

PEROXISOMICINA A1

PEROXISOMA DANADO
INCAPAZ DE DIVIDIRSE

POSIBLE MECANISMO 11
EFECTO SOBRE EL GENOMA NUCLEAR

POSIBLE DANO
ENOMA

Figura 28. Esquema de los Mecanismos Posibles de Disfuncidn Peroxisomal Inducida por
Peroxisomicina A1 sobre Células de Hansenula polymoipha. Se infiere que los
experimentos deberdan ser realizados bajo condiciones de cultivo en las cuales las
c_élt;los deberan presentar solo un peroxisoma. M, mitocondria; P, peroxisoma; N,
nucieo.
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Con base al esquema anferiormente expuesto, se readllzaron
cultivos de dos cepas de la levadura Hansenula polymorpha (CBS 4732 y
NCYC feul-1), en presencia de § pg/mlL de peroxisomicina A1 y se
aislaron dos cepas que presentaron Incapaclidad para crecer
eficlentemente en medio de cultivo sdlido con metanol (agar YNM).

Las cepas aisladas se denominaron como células experimentales
tipo | (células CE!) vy células experimentales tipo I {células CEll). La
incaopacidad de estas cepas para crecer de manera eficlente en
metanol, Indicdé de manera indirecta, que podria tratarse de una
disfunclon peroxisomal inducida por la peraxisomicing A1, por lo que
ambas cepas se caracterizaron desde el punto de vista marfoldglco,
fisiclogico y bioquimica.

Las celulas CEl vy las células CEll se cultivaron en medio con
metanol y presentaron las siguientes caracteristicas: 1) peroxisomas
aneormales en morfologia y namero, i) actividad de la AQ disminuida en
un 50 %, I} blomasa en los cultivos liquldos con metanol
significativamente disminuida y iv) utilizacion deficiente del metanol.

La incapacidad de estas células para crecer en metanol, se
demostrd al realizar cultivos en medio liguido con metanol (YNM). La
determinaciéon de la densidad éptica de los cultivos de estas células
mostrd valores significativamente menores que 10s obtenidos para as
células control (figura 9), lo que explica que el tiempao de generacidn
obtenido para estas células fuera mayor (1,=6), que el de las células
conirol (14=4).

Se observd que durante l0s cultivos liquidos. las células CEl y las
celulags CEIl se caracterizaron por la incapacidad para utllizar
eficientemente el metanol (figura 9). sin embarge al cultivar tas célukas
bcjo condiclones gulmiostaticas (en mezcla glucosa/metancl). se
demostrd que estas células utilizaron ambos substratos, ya que se
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observd un Incremento en [a blomasa comparable a la del cultivo
control (figura 15).

Estas resultados Indican, muy probablemente. que los dos tipos de
céelulas utillzaron la glucosa como fuente de carbono y el metanal como
una fuente adicional de energia. Lo anterior sugiere que: ) en estas
células se lleva a cabo de manera eficiente la via de desasimilacion
citosdlica del formaldehido (figura 29), y que i} el crecimiento de ambas
cepas en cultivos liquidos con metanol como unica fuente de carbono y
energiq, experimenta desveniajas energéticas especificas, en particular
en el catabolismo del metanol. Esas desventajas podrian estar mas
relacionadas con una disfuncion peroxisomal que con ofeas fallas en el
metabolismo intermediario del metanal.

Una probable explicacion a estos resultades, podria estar
relacionada can el papel de los peroxisomas en el metabolismo del
metanol, que bajo condiciones normales estd representado
principalmente por tres eventos (figura 29): i) la oxidacion inicial del
metanol por la AO con la subsecuente produccion de formaldehido y
perdxicdo de hidrégeno (H,O,), i) la descomposicion del H,O, por Ila
catalasa y de manera muy Importante, i) la prapiedad de la membrana
peroxisomal en la regulacién del fluja de! formaldehido hacia Ia via de o
desasimilacion. para lg produccion de energid, o hacia la asimilacion,
para la producclon de blomasa.



PAPEL DE LOS PEROXISOMAS EN EL METABOLISMO

DEL METANOL
// PEROXISOMA e = \
CH,0H [. CH,OH GSSG NADFPH
( j - :
AO @ NADP
NADH
H,0:™™ ncHo HCHO
foum (" E
Xu-S-P
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Figura 29. Representacion Esquemdtica de la Compartamentalizacion y la Funcién de
los Peroxisomas en el Metabelismo del Metanol en Hansenula polymorpha. 1.
formaldehido deshidrogenasa, 2. formato deshidrogenoso . formoldehudo reductasa,

4. glutatiéon reductasa; 5. oxidacién del

Las propledades de permeabilidad de la membrana peroxisomal
se basan en la capacidad de la membrana para impedir el flujo libre de
ciertos compuestos como la xilulosa-5-P (xu-5-P)*3, por lo que seria
esencial la presencia de un gradiente de pH a través de la
membrana®*®, lo que permitiria el tfransporte de xu-5-P desde el citosol

hacla la matriz peroxisomal.

La distribucién del formaldehido hacia cualquiera de las dos vias
(asimilacién/desasimilacién) depende del estado energético de las
células. Con base a lo anterior, es de importancia considerar que en
relacion al estado energético de la células, se pueden presentar dos
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posibllidades: [). Una posibilidad seria aquella en la que sl los niveles de
ATP cltosdlico fueran adecuados, s& mantendria una fuerza motriz de
protoneas a través de la membrana peroxisomal. o que pemitiria |a
sficiente produccién y fransporte de xu-5-P, con la consecuente
asimilacion del formaldehido para la produccidn de biomasa (figura 29).
En el caso contrarlo, sl las condiciones fisicldgicas de la célula fueran
tales gue el nivel energélico estuviera muy por debgjo del normal, esta
causarla una disminuclion de xu-5-P y su transporte hacla el peroxisoma
no seria posible. Esta reduccidon en la fijacién del formaldehido
peroxisomal causaria un aumento en la velocildad de difusion del
formaidehido desde el peroxisoma hacia el ¢citosol, en donde éste se
acoplaria con el glutation (GSH) cltosdlico para la via desasimilatoria, o
que causaria un aumento en los niveles de ATP en la célula, sin
embargo. esto provocaria una baja produccion de biomasa.

Ademds, Ia membrang peroxisomal desempena un papsel
importante camo barrera para el GSH citesdlico. La presencia de GSH es
esenclal para mantener el crecimiento de las ¢élulas en metancol debido
a que el formaldehido, en su forma libre, no es subsfratc para Ia
formaldehido deshidrogenasa, sino su hemimercaptal, el S§-
hidroximetilglutation’¢*’ (&S-CH,OH). y en esta forma no es accesible
para la via asimilatoria {(reaccion catalizada por o dihidroxiacetona
sintasa)®.

Es importante tamblén precisar que, en condiciones narmales, 1a
degradacion del H,O, por la catalasa se debe redlizar dentro dsl
peraxisama, de esta forma se previene que la degradacion se lleve a
cabo por medio de ofros procesos (cltocrome ¢ peroxidasa © glutatidon
peroxidasa) que consumen mas energia, fo que provoca una reduccion
de la biomasa™®.

Las caracterzacion de las células CEll y células CEll durante
los cultivos con metanel sugiid que la disfuncidén peroxisomal podria
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estar relacionada en parte, con una poslible alteraclén en la membrana
peroxisomal. Lo anterior se fundamenta en la aberracion morfoldgica de
los peroxisomas que se observé en estas células, y resultdé mdas
convincente ql observar drededor de los peroxisomas membranas pre-
autofagicas, que posteriormente se fusionaron con la vacuola, en donde
ocurrid la degradacidén de los organelos. La degradacidon de
peroxisomas se observd después de 8 hrs. de cultivo en metanal, tiempo
en el que los peroxisomas se multiplicaron y tarmblén aumentaron de
tamano, sin embargo, se demostrd que en pariicular los peroxisomas
grandes y maduros fueron sujetos a degradacidn, observandose con
frecuencia células gque contenian algunos peroxisomas relativamente
pequenos en conjuntd con UNO O POCOoS peroxisomas grandes en
diferentes estados de degradaclon. La degradacion psroxisomal se
observé con mayor frecuencia después de 12 hrs. de cultivo en metanal,
lo que ocaslond a mayores tiempos de cultive una desorganizacion
cslular generalizada que finaimente provocd Ia musrte celular.

Estas observaciones permitisron apoyar la hipdtesis de (a
disfuncidn peroxisomal, ya que si la membrana peroxisornal es anormal
serQ incapaz de balancedr de manera adecuada el flujo del
formaldehido, y en calncidencia con las observaclones mencionadas
anteriormente, el formaldehido se acoplaria al glutation (GSH) para
formar S-formilglutatién. Este dlfimo, como ya se expuso. Na es substrato
para ia DHAS, por consiguiente, sl existiera una pequefida cantidad de
formaldehido libre. éste s$e utllizaria para la via de la asimilacion
(producciédn de biomasa). Por el contragrio, el S-formiiglutation es
substrato para la via de la desasimilacion, |0 que resuffaria en (g
generacién de NADH y este se ufilizaria para ta produccion de ATP por la
via mitocondrial. Esto podria explicar en parte la capacidad disminuida
de las cslulas CEl y de Ias células CEll para utillzar el metanol como Gnica
fuente de carbono y energia.
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En el cultlvo quimiostatico para células CEl y células Ctll, también
se observd una elevada tasa de recambio peroxisomal, por
consecuencia, las células contenian un ndmero menor de peroxisomas,
lo que coincidld con la disminucidon en la actividad especifica de AQ
(2.2 Umgeproteina) que se determind en los extractos (ELC), Estos
hallazgos. coinciden con los obtenidos por Titorenko y cols.**7° gn
estudios realizados en células mutantes deficientes en la utilizacién de

metanol (Mut’), en particular en células mutantes pss. Estas células se

caractetizan por presentar anormalidades en la morfologia peroxisomall,
lo que causa que en los cultivos con metancdl se observe una elevada
tasa de recamblo de los peroxiscmas en estas células mutantes.
Titorenko y cols, sugleren que la disfuncién peroxisomal de las células

mutantes pss muy probablemente sg debe a un defecto en las

propledades de transporte de la membrana peroxisomal, en particular,
a la pérdida de la fuerza motriz de protones a través de la membrana,
ya que se demostrd que todas las enzimas involucradas en el
metabolismo del metanol estaban presentes y activas en su sifio
correcto, es decir dentro del peroxisoma, sin embargo se observd und
elevada tasa de recambio peroxisornal,

Van der Klei y cols.” obtuvleron una respuesta similar después de
que cultivaron ceélulas de H. polymorpha en metanal y posteriormente se
incubaron en presencla de iones cianuro, en donde se observd
degradacion de peroxisomas. Los autores sugieren que los iones cianurg
provocan la inactivacion Ireversible de la AC, ya que al transferlr las
células que estuvieron en presencla de clanuro, a medio con metancl
en ausencia de cianuro, se observd degradacidn de los percxisomas
que contenian AQ Inactiva, observandose de manera simultdneag
desarrollo de nuevos peroxisomas (por fision de los peroxisomas nNo
afectados).
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Las observaclones anterlores suglersen que la degradacion de
peroxisomas es un proceso que requlere de un contfral muy preciso™ y
que las sendles que inician el proceso de recambio de peroxisomas, no
estan dirigidas contra las proteinas de matriz, sino hacia la membrana
peroxisomal®, Los autores suponen que este sistema de traduccidn de
senales provee a las celulas la capacidad para (dantiflcar a los
peroxisomas que deben ser degradados.

Lo anterlor sugiere que la slevada tasa de recamblo peroxisomal
cbservada en las células experimentales podria atribuirse a la morfologia
aberrante que estos organelos presentan, y podria explicar los valores
disminuidos en la actividad de la AO obtenidos en los cultivos. Ademas.
estos hallazgos coinciden con los descritos por van der Klel y ¢ols., lo que
sugiere que probablemente en las células experimentales |a
degradacidon no esta dirigida en contra de ia AO, ya que se demostro
por citoquimica, que los peroxisomas tante intactos como aquellos en
proceso de degradacion contenian AQ activa.

For otro kado, el andlisis genético reveld que ambas cepas
afectadas, no se complementan entre ellas. Esto no necesaricmente
significa gue el defecto en ambas cepas es recesivo y en diferentes
genes, aunque es la explicacidn mas adecuada a los resultados
obtenidos, los que coinciden con los obtenidos por Titorenko y cols. #7,
Estos investigadaores cbservaron que las mutaciones en diferentes aleios
de los mismos genes en células mutantes deficlentes de peroxisomas, no
s& complementaban entre ellas. y concluyeron que se debia a que los
células mutantes presentaban diferentes frecuencias de recombinacidn.

Debldo a que en el presente trabajo solamente se obtuvieron dos

colonias Mut” (deficientes en la utilizacidon del metanol) después de la

expasicion a la peroxisomicina Al esta baja frecuencia paodria
inferpretarse oMo un evento gque representa mutaciones espontdneas.
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A este respecto, sl genama de los cepas de Hansenula polymorpha que
s utllizaron, tienen la caracteristica de ser muy estables, y la
probablidad de que se presenten mutaciones es muy escasa, bgjo
condiciones normales de laboratorio.

Por otro lado, es importante mencionar que existe en la literatura
por lo menos un reporte en el que se demuestra que un medicamento
con estructura que presenta clertas semejanzas can la estructura de la
peroxisomicing Al, es capaz de afeciar la proliferacién peroxisomal an
células de levadura’. La adridamicina (clorhldrato de
doxorrubucina; ADRIAMYCIN, RUBREX) es un antibldtico antraciclinico
gue se cuenta entre {os agentes antitumorales mas importantes. Este
medicamento posee una estruciura anular tetraciclinlca con fracciones
de quinona e hidroxiantraguinona en anillos vecinos, 1¢ que la hace
tener cierta semejanza estructural con la peroxisomicina Ar. Keyanl y
cols. sugieren que la adriamicina causa una mutacian en la magquinara
de proliferacion peroxisamal, Por lo tanto, no se puede descartar la
posibilidad de que Ia peroxisomicing Al tengd I capacidad de causar
un efecta mutagénico sobre ceélulas de levadura. En este sentido,
solamente se puede especular que el crecimienio lento irreversible que
presentaron |as células CEl y CEIl durante |os cultivos en metanol podria
atribuirse a que la peroxisomicina Al probablemente causéd una
mutacldn. Esta mutacion podria inducir la sobreexpresion (0 represidn)
de un gen especifica que fendria la capacidad de causar que Ias
células experimentales presenten una atlta resistencia a la peroxisomicing
Al Bl fenotipo de resistencia a multidrogas debido a la sobreexpresion
de cierfos genes ha sido ampliamente documentado’. Se ha descrito
una amplia red de genes de levaduras Involucrados en aste fendmenco.
Esta red de genes pertenecen a la superfamilia del cassette de unién a
ATP que funclonan como una bomba de fiujo de medicamentos. Uno
de estos genes, el PALI, codifica para una proteina esenclal para la
funcidn peroxisomat™.
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Con base al esquema que se presenta en la figura 28, la
iInformaclon obtenida en este frabgjo, permite sugerr que la disfuncidn
percxlsomal de Ias células experimentales, no es producto de un dano
directo a la membrana peroxisamal {(mecanlsmo [). ya que no se
obtuvieron células con deficloncia total de peroxisomas. Es importante
senalar que los experimentos se llevaron a cabo bajo estrictas
condiciones de cultivo en las cuales las células presentaron un $olo
percoxisoma. Con lo anterlor no se descarta totaimente el primer
mecanismo, debidd a que al incubar células en presencia de
peroxisomicina A1, se observd en algunas células fragmentacion de la
membrana peraxisomal (flgura 4 y figura 18) similar a |a reportada por
Sepulveda y cols.”. Este hallazgo. sugiere que el dano selectivo e
imeversible sobre la membrana peroxisamal, es un evento reproducitle y
ademas confirma que el peroxisoma es el organelo blanco de la
peroxisornicina Al en células de levadura.

tas cepas con disfuncldn peroxisomal inducida por la
peroxisomicina A1, alsladas y caracterizadas en este trabajo constituyen
un organismo modelo para redlizar diferentes estudios relacionados con
la biogénesis y la funcian peroxisomal.



CAPMULO §

CONCLUSIONES, PERSPECTIVAS Y CONTRIBUCIONES

5.1 CONCLUSIONES

. Se acepta la hipotesls de trabagjo prapuesta:
*Si el dano producido por Ia peroxisomicing A1 sobre la integridad
peroxisomal a una dosis no letal fuera ireversible, seria  posible
obtener células con disfuncldn peroxisomal.”.

. El dafo seleciivo e irreversible sobre la membrana peraxisomal en
levaduras inducido por la peroxisomicing Al, s un evento
reproducible y confirma que el peroxisomo es el organelo blanco de
la peraxisomicina A1 en células de levadura.

. Se alslaron dos cepas de Hansenula polymorpha con disfuncion
peroxisomdl despuss de incubar calulas en presencia de una dosis de
pearaxisomicina A1 de § pg/mt de cultiva.

. Los datos obtenldos en este trabajo Indican que la disfuncidn
peroxisomal prokablemente fue producto de un dano dal genoma de

las células, sin embargo:

. No se descarta la posibilldad de que |1a peroxisomicina A1 cause
disfuncidn peroxisomal por dafo directo a la membrana peroxisomal.

71
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5.2 PERSPECTIVAS

Las cepas aisladas en este frabgjo representan un organismo
modelo para realizar los siguientes estudios:

1. Obtencion de informaciéon sobre el mecanismo de accién de la
peroxisomicina A1 sobre |os peroxisomas.

2. Cargcterizacion molecular de la disfuncidn peroxisormal de las células
CEly CEll.

3. Andlisis del efecto de compuestos relacionados estructuralmente con
la peroxisomicina A1 scbre las células CEl y CEll.

4, Investigcion sobre la capacidad mutagénica de la peroxisomicina At
en levaduras.

5.3 CONTRIBUCIONES

Las cepas aisladas en este trabqgjo se utilizaron para realizar
estudios en el Laboratorio de Biologia Molecular del Instituto de Ciencias
Bioldgicas de |la Universidad de Groningen. Holanda. En estos estudios se
aisid un fragmento gendmico que es capaz de complementar la
incapacidad de las células CEll para crecer en metanol, devolviéndole
la capacidad de formar peroxisomas normales tanfo en ndmero como
en morfologia (Vargas, Z. R. y cols. 1998, Toxicon, en prensa).
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APENDICE A

Métodos de Cultivo de Levaduras

a) Composicidon de los Medios de Cultivo,

YPD liquido: extracto de levaduras al 0.65 %

peptona 2%
glucosa 1%

YPD sdélido: extracto de levaduras al 0.65 %
peptona 2%
glucosa 1%
bacto agar 2%

MM: medio mineral, cada litro contiene:
(NHp 30, 259
MgSO,«7H.0 02g
NaH,PO,*H,O 1.5g
Na,HPO, 0.35g

Trazas minerales (solucidon de Vishniac) 0.5 mL;
soluciéon madre:

EDTA 109
ZnSO,*7H,O 449
MNCl,*4H,0 1.01 g
CoCl,*6H,0 0.32¢g
CuSO,*5H,0 0.3156g
FeCl,*6H,0 20 mg
(NH) M0,0,,24H,0 0.22 g
CaCl, 1.42 g
FeSO,*7H.O 1g

extracto de levaduras 0.25g
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vitaminas 1 mL; soluclén madre 1000X
Acido Pantoténico (Ca) 400 mg (Merck)

Acido Follco 2 mg (Sigma)
Myo Inositel 200 mg (Sigma)
Nicotinamida 400 mg @Sigma)
Acido p-Aminobenzdico 200 mg (Sigma)
Ricofiavina 200 mg (Sigma)
Tlamina 400 mg (Sigma)
Piridoxina 400 mg (Brocacef)

YNX liquido: medio mineral adicionada con uno de los siguientes
substratos como fuentes de carbono y/o nitrégeno:
YND: glucosa 0.5 % (/v)/ (NHOSO0,0.25 % (p/V)
YNM: metanc! 0.8 % (v/Vv}f (NH.50,0.25 % (p/v)
YNE: etanol 0.5 % (v/v)/ (NHD,S5O,0.25% (p/V)
YNMe: glucosa 0.5 % (p/v)/ metilamina 0.25 % (©/v)
YNG: glicerol 0.5 %(v/v)f (NH).SQ, 0.25 % (p/v)

Para los medios YNX sdlidos se adiciond bacto agar al 2 %.

Para los cultivos de Hansenula palymorpha leu 1-1. se adiciond L-
leucing (Merck)a una concentracidn final de 30 ma/L.

Para el andilisis de complementacion se utilizaron los siguientes
medios: EM; extractc de maita 6 % y agar al 2 %, YND o YNM
cony sin uracile o leucing (Medios selectivos).

Medio de Cultivo Quimiostatico.

Caqda litro contiene:

(NHY,SO, 50 g
MgSQ,*7H0 49
NaH,PO,=H.O 209
No,HPO, H 035g
extracto de levaduras 10g
frazas minerales 10mL

vitamings: 10 mL solucion madre 1000X:
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Biotina 1mg

Tiamina 30mg

Amartiguador

de fosfatos 10 mM 10mL
glucosa 0.25 % (p/V), solucién madre 25 %
Metanol 0.3 % (v/v), solucion madre 50 %

b) Condiciones de Esterilizacion de [os Medios de Cultivo.,
medios para culfivos Ilquidos: Tatm de presidn duranteis min..
en una olla de presidon (Presto).

medios para cultivo quimiostatico: 1atm de presion durante 45
min. en un autoclave {(van Rietschaten en Houwen).

Para preparar las soluciones madré el metanol y etanol, asi como
las vitaminas se esterilizaron por fillracion, y las soluclones madre de
glucosq, glicerol y metilkaming, por autociave.

c) Determinacidn del Crecimiente Exponenclal.

Una poblocion de células genélicamente identicas, dispersadas
homogéneamente en un medio liquide aproplado para su crecimiento,
toman autrientes y los procesan mediante procesos de fransporte y
reacciones enzimaticas con la produccion de calor, productos de
deshecho, compuestos de alta energia, produccion de unidades micro-
y macromaleculares para la formacion de estructuras celulares. Esto
permite ala célula crecer, dividirse y multiplicarse®.

La tasa o velocidad de este proceso se calcula al medir el cambio
de la densidad de poblocién con respecto al tiempo:
v =dx/dt
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Sl se divide la velocidad Instantdnea por la densidad de poblacidn
instantaneaq, se obtlene la velocidad de crecimiento especifico de ese
momento:
mg =1 /Xx)Kdx/ar
Sl el medio mantiene constantes las propiedades quimicas y fisicas, la
velocidad de crecimiento especifico no varia con el tiempo, entonces
se Incrementan los constituyentes de |la biomasa con la misma
velocidad. Estas condiciones de crecimiento de Ia poblacidon se
denomina “crecimiento balanceado y exponencial”,
My X = dx/df
infegrando, se obtiene la conocida expresidn para &l incremento de
poblacion durante el crecimiento exponencial:
X, =Xy0e™!
Tomando los logaritmos de ambos iados se linealiza ia ecuacion:
logx, =log X%, + myf
Sl se grafican los logariimos de 103 valores obtenidos de la densidad de
poblacidn contfra el tiempo, se obliene una serie de puntos por los
cuales se puede trazar una linea recta cuya pendiente, después de
dividirse por el iog,. es un estimado de Ia velocidad de crecimiento
especifico.

La relacion entre el crecimiento especifico y la concentracion de un
nutriente esencial que limita G velocidad de crecimiento esta dada por
la ecuacion:
m, =YQS

en donde Y representa el factor de “praduccién”, es decir la relacién
entre la biomasa formada y el nutriente limitante consumido, § es una
funcldn de la concentracion del nutriente en el medio y Q representan
factores definidos por el estado fisioldgico de ia poblacion. Es decir que
cualquier camblo en la velocidad de crecimiento estard influenciada
por alferaclones en cualqulera de estos factores.



d) Control de Calidad de los Cultivos,

Para detectar posibies contaminaciones en los cultivos realizados,
se tomaron dlicuotas de cada uno de ellos ¥ se colocaron en laminilias
para observar al microscopio de luz. La deteccion de cualquier tipo de
contaminante causd el cese y eliminacién del cultivo.



APENDICE B

Técnicas de Inclusion en Resina Epdxica para Microscopia Electronica
de Transmision.

. Se examind la muestra al microscopia de luz para verificar si no habia
contaminacién.
. La muestra se colocd en un tubo eppendorf, se centrifugd, decantd y
se lavd con agua carlente.
. Se fijé con KMnO4 al 1.5 % durante 20 a 40 min. a temperatura
amhbiente.
. Se centritugd, se lavd con agua corriente, o hasta que el
sobrenadante fue incolore,
. Se contrastd con acetato de uranilo al 1 % por una hora o durante
toda lanoche.
. Se deshidratd en etanol: Método rdpido de deshidratacion en horno
de microondas.
1- 50 % v/v por & min.
2- 70 % v/v por & min.
3- 96 % v/v por & min.
4- 100 % v/v por & min.
5-100 % v/v por 10 min.
Se aclard en éxido de propileno por 15 min.,
Se preincluyd en mezcias 1:1 y 3:1 de epon.oxido de proplleno por 20
min. cada uno en homo de microondas © una hora a temperatura
ambiente,
Se incluyd en resina epdxica pura por 20 min. (dos veces) en horno
de microondas (0 una hora a temperatura ambiente),
Las musastras incluidas en capsulas de pldstico se colocaron en una
estufa durante toda la noche a 60°C para su polimerizacidn.

10.
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11. Se hicieron cortes finos con una cuchilla de diamante en un

ulframicrotomo LKB.

12. Los cortes se montaron en rejilias de cobre, se observaron vy

fotografiaron al microscopio slectronico Phillipos EM 3C0,

Obtencion de Esteroplastos y Técnica da Inclusion para Microscopia

Electrénica.

a) Obtencidén de esferoplastos.

—
I

¢ @

Un volumen de células equivalente a 20 DO por ml se centrifugd y
lavd con agua y posteriormente con amortiguador sorbitol 3 M:

sorbitol IM
amortiguador de fosfates SOmMpH 7.5
MgCl, 1 mM

ECTA 1 mM

Se resuspendid y se incubd por 10 min. a temperatura ambiente en
amorttiguador A:

sorbitol IM
p-mercaptoetancl 0.2M
Se centiifugo, se lavo con amartiguador de sorbital 3 M.
Se resuspendid y se incubd durante 30 a 60 min. a 37°C en
amaortiguador B pre calentado.
amortiguador A
zymoliasa T mg/mL
Se observd al microscopio de luz la formacion de esferoplastos.
El proceso se detuvo al colocar la muesira en hielo.
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b) Técnica de Inclusion para Microscopla Electrénica (para

Esferoplastos).

Los esferoplastos se fliaron con una gota de glutaraldehido al 50 % en
solucidn C: cacodilato de sodio al 0.1M pH &.

La muestra se centifugd par 5-10 min., se decantd el sobrenadante y
se lavd con amortiguador sorbitol 3 M.,

Se centrifugd, resuspendid vy se incubd en glutaraldehido al 6 % en
solucidén D: cacodilato de sedio pH 7.2 @ 4°C, par una hara.

Se lavd con solucidn D.

Se post-fijd con mezcla 1:1 de tetradxido de asmio:dicromata de
potasio por una hora a temperatura ambiente.

Se lavd con agua destiiada.

Se contrastd en bloque con acetata de uranllo durante tada la
noche,

Se deshidratd e incluyd por el método ya descrito.
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APENDICE C

Los resultados obtenidos en este trabajo de tesls doctoral, se
incluyeron en un articulo que ha sido aceptado para su publicacion en
la revista Toxicon.
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ABSTRACT.

Previously we demonstrated that peroxisomicine Al (T-514), a plant toxin
isolated from Karwinskia species, has a deteriorating effect on the integrity
of peroxisomes of metl;ylotrophic yeasts. Here we describe two strains of
Hansenula polymorpha, affected in the normal utilization of methanol as
sole source of carbon and emergy due to peroxisomicine Al treatment. The
two strains isolated (L17 and RV31) grew poorly on methanol, apparently
due to malfunctioning of their peroxisomes. Moreover, the cells displayed a
high peroxisome turoover rate. We argue that the peroxisomicine Al
induced phenotype of both strains is due to a genomic mutation. Strain L17
was functionally complemented after transformation with a & polymorpha
genomic library. The complementing 2.8 kb DNA fragment did not contain a
well-defined ORF and led us to speculate that it may contain regulatory
sequences that, when present in multiple copies in the cell, result in a
change of expression of specific genes, thus causing restoration of normal

methylotrophic growth,



1. INTRODUCTION

T-514 is a plant toxin, isolated from plants of the genus Karwinskia (Fig.
1)(DREYER ez al., 1975, WAKSMAN er al., 1989). In mammals it causes severe
damage to the lumg, kidney and liver, where it induces the formation of
large intracellular fat deposits and necrosis (BERMUDEZ et al., 1986).
‘Toxicological studies demonstrated a selective toxicity of T-514 om various
human tumor cell lines in vitro (PINEYRO et al., 1994). Preliminary
morphological observations suggested that one of the initial effects upon
experimental intoxication of rats and monkeys included a significant
decrease of the number of peroxisomes present in their hepatocytes
(SEPULVEDA, unpublished results)) The importance of functional
peroxisomes for man is probably best exemplified by the discovery of a
group of fatal inherited human diseases (peroxisome deficiency syndromes,
e.g. Zellweger syndrome (WANDERS e¢ al., 1988, LAZAROW er al., 1989, BQSCH
et al., 1992).

As a first approach to unravel the mechanism of action of T-514, SEPULVEDA
et al. (1992) initiated a series of experiments designed to evaluate the
effect of this compound on peroxisomes of methylotrophic yeasts. It was
shown that administration of sub-lethal concentrations of T-514 to cultures
of Hansenula polymorpha or Candida boidingi caused an iurreversible and
selective damage of the peroxisomal membrane resulting in malfunctioning
of the organelle and leakage of a portion of the major matrix proteins in

the cytosol (SEPULVEDA er al., 1992). Based on this specific effect of T-514
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on peroxisomes, the drug is now designated peroxisomicine Al.

During the past few years a series of peroxzisome-deficient yeast mutants
(pex mutants; BOSCH er al., 1992) has been isolated from various yeasts. In
case of f. polymorpha peroxisome-deficiency is invariably associated with
the impairment of the cells to grow on methanol as sole source of carbom
and emergy (methanol-utilization defective: Mut phenotype) (CREEG et al,
1990, VEENHUIS et al., 1992, TITORENKO et al., 1993). The possibility to
isolate yeast cells which are defective in peroxisome function due to
trcatment of cells with peroxisomicine Al could be of considerable value in
research on toxin/peroxisome interactions and, related to this, praobably
also on perorisome function. H. polymorpha is a feasible model organism
for such studies because of the extensive knowledge om the
biochemistry/physiology and ultrastructure of the organism (VEENHUIS ¢¢
al., 1992), combined with its easy accessibility to c¢lassical and advanced

molecular genetics (FABER er al., 1994).

in the present contribution we dcscribe the isolation and initial
characterization of two strains of H. pelymorpha, defective in normal
growth on methanol due to the cxposure of WT cells to sub-lethal
concentrations of peroxisomicine Al. The possible impact of these studies
on the use of methylotrophic yeasts as model organisms in toxicology is

discussed.



2. MATERIAL AND METHODS

2.1, Microorganisms and growth conditions

Wild type (WT) Hansenula polymorpha CBS 4732, H. polymorpha leul-1
(GLEESON er al., 1979), H. polymorpha RV31 (this work) and H. polymorpha
lewul-1 L17 (this work) were grown in bawch cultures in mineral media at
37°C (VEENHUIS er al., 1979, VAN DER KLEI ¢f al., 1991). As carbon sources
either 0.5 % glucose, 0.5 % glycerol, 0.5 % ethanol or 0.5 % methanol were
used and as nitrogen source either (.25 % ammonium sulphate or 0.25 %
methylamine. Leucine was added to a final concentration of 30 mg L.
Growth was monitored by measuring the optical density of the cultures at
660 nm in a Vitatron colorimeter (Aseo). In addition, the strains were
grown in carbon-limited continuous cultures at 37°C in mineral medium

(VAN DER KLEI et al., 1991) supplemented with either 0.25 % glucose or Q.25

% glucose/0.3 % methanol at a dilution rate (D) of Q.1 b'.

2.2. Peroxisomicine treatment of intact cells

The strains were pregrown to the mid-exponential growth phase (Ageo = 1.5
- 1.8) in batch cultures supplemented with 0.5 % glucose and subsequently
shifted into fresh 0.5 % methanol-containing media at an Agso of 0.1. After
2 hours of induction the cells were cooncentrated (by centrifugation) in

fresh methanol-media to an Age of approximately 1.0 and peroxisomicine
Al was administrated at a concentration of 5 pg ml™', Sampies were taken

at 1 or 2 h after addition of peroxisomicine Al and analyzed for cell



viability, the capacity to grow on methanol and their subcellular
morphology, using untreated cells as control. Growth was initially tested om
2% Bacto agar plates containing 0.67 % YNB (yeast nitragen base without
amino acids) and 0.5 % glucose (YND) or 0.5 % methanol (YNM). Faor viability
tests peroxisomicine A1l treated cells were spread on YND plates. To
identify methanol-utilization-defective (Mut') strains, cells were spread on
YND plates at a dilution that produced approximately 500 colonies per
| plate; after 3 days of incubation at 37°C the YND plates were replica-plated
onto YNM plates; after another 3 days of imcubation at 37°C, colonies which

failed to grow on methanol were isolated and Ffurther analyzed.

2.3. Preparation of crude extracts and biochemical methods

Crude extracts were prepared as described before (VAN DIJKEN er al., 1976).
Alcohol oxidase (AO; EC1.1.3.13) was assayed as described by VERDUYN er
al. (1984) and catalase (EC 1.11.1.8) by the method of LUCK (1963). Protein
concentrations were determined accarding to BRADFORD (1976) using
bovine serum albumin as standard. Residual growth substrates in the
culture fluid were determined after removal of intact c¢ells by
centrifugation in an Eppendorf microfuge, maximal speed, 5 min. Methanol
was determined by gas chromatography (LAANBROEK et al., 1982), and
glucose by the glucose oxidase-peroxidase method (Boehringer, Mannheim,
FRG).

2.4. Cloning and sequence analysis

To enable c¢loning of the L17 gene by functional complementation, mutant
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L17 was transformed by clectroporation with a H. polymorpha genomic
library in vector pHRP2. Transformanmts were screened for the ability to
grow at normal rate on methanol-containing plates. From one positive
transformant, a plasmid pHRPZ with an insert of 2.8 kb could be isolated
and retransformation to the L/7 mutant showed that indeed this plasmid
could functionally complement the L7 mutant. Double-stranded DNA
sequencing of the complementing insert was performed using an ABI 313A
 automatic sequencer (Applied Biosystems Inc.) using the Tag Dye Deoxy

Terminator Cycle Sequence Kit.

2.5. Electron microscopy

Whole cells were fixed with 1.5 % (w/v) KMnoO,; for 20 min at room
temperature. The samples were poststained im 1 % (w/v) uranylacetate,
dehydrated in a graded ethancl series and embedded in Epon 812.

Ultrathin sections were cut with a diamond knife and €xamined in a Philips
EM 300.

2.6. Immunocytochemistry

For immunocytochemisiry, intact cells were fixed in 3 % (viv)
glutaraldehyde in 0.1 M sodiumcacodylate buffer, pH 7.2, for 30 min at 0°C
dehydrated in a graded ethanol series and embedded in Lowicryl K4M.
Immunolabelling was performed on ultrathin sections according to the
method described by SLOT and GEUZE (1984) using specific antibodies
against alcohol oxidase, catalase and dihydroxyacetone synthase. For

labeling of the primary antibodies either 10 nm protein A-gold or 15 nm
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gold labeled goat-anti-rabbit antibodies were used.

2.7. Miscellaneous

H. polymorpha NCYC495 (adell met6), H. polymorpha RV3l, a §-fluoro-
urotic-acid (5-FOA) resistant mucant derived from this strain (A
polymorpha RV31 ura3") and H. polymorpha L17 were used for genetic
analysis. Mating, complementation analysis, sporulation and random spore
analysis were performed as described previously (CREGG er al., 1990;

TITORENKOQ et af., 1993; GLEESON and SOUDBERY, 1938).

3. RESULTS.

J.1. Pereoxisomicine A1l specifically affects peroxisome integrity of H.
polymorpha cells.

Previous experiments suggested that the peroxisomicine Al induced
damage of peroxisomes in methanol-grown cells -may be irreversible
(SEPULVEDA et al., 1992). For this reason we now studied the effect of the
toxin in H. polymorpha WT cells which are known to contain generally only
a single peroxisome, namely in cells pregrown in batch cultures to the mid-
exponential growth phase on glucose and subsequently incubated in
methanol-containing media for two hours (VEENHUIS er al., 1979). We
anticipated that damage of this single organelle might have severe
consequences for the capacity of the cells to grow on methanol since the

metabolism of this compound 1is strictly dependent on the presence of



intact organelles (VAN DER KLEI e al,, 1991). However, the growth
experiments revealed that the viability of these freshly methanol-induced
cells after peroxisomicine Al treatment was similar as observed before in
that concentrations >10 ug ml”’ were lethal whereas lower concentrations
were sub-lethal in a dose/response related manner (for details see
SEPULVEDA et al., 1992).

Electron microscopical data revealed that treatment of cells, incubated in
methanol for 2 h, with 5 pg ml™ peroxisomicine A1 for 1-2 h specifically
affected peroxisomes. As expected, the cells contained generally a single
organelle, which frequently displayed ruptures of its surrounding
membrane; other subcellular membranes, e.g. the cell membrane and
swrrounding membranes of ouclei, mitochondria or vacucles were virtually
unaffected (Fig. 2A). Similar results were obtained with the H. poelymorpha
lew 1-1 auxotrophic strain (data not shown). We conclude from this that
peroxisomicine Al, when administratcd at sub-lethal doses, does affect the

integrity of the peroxisomes in H. polymorpha but not their development.

3.2. Isolation and biochemical characterization of metharol- urilization-

defective (Mur') strains from peroxisomicine A! treated cells.

To further investigate the reversibility of the peroxisomicine Al-induced
damage of peroxisomes, cells were incubated in the presence of 5 pug ml’

peroxisomicine Al for 1-2 hours and subsequently analyzed for growth on

glucose and methaool by means of the replica-plating technique described
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in Material and Methods. These experiments resulted in the ijsolation of
strains which were impaired to grow on methanol on solid agar plates,
although at very low frequencies. Mosphological analyses of cells, induced
for 24 h on methancl, of the various strains obtained revealed that the cells
were invariably affected in peroxisome size and/or number, ranging from
cells containing large organelles of abnormal shape (pss phenotype;
~ (TITORENKO er al., 1992) w cells with few relatively small organelles (Fig.
2D).

Two strains, designated RV31 and L17(leul-1), were selected for further
analysis on the basis of their growth properties and peroxisome
morphology. YND-grown colonies of both strains, replicated on YNM plates,
failed to grow in a period of 5 days, after which growth started albeit very
slow as compared to WT controls (Fig. 3). Subsequent studies in liquid
cultures showed that the strains were able to grow on various carbon and
nitrogen sources tested, including those that require peroxisome-borne
enzyme activities for growth (Table 1; mot shown for strain L17). However,
the final optical denmsity of the cultures always remained below the values
observed for WT controls. Of all compounds tested, growth on methanol
was most severely affected (Fig. 4). As is evident from this Figure, the rate
of methanol utilization by RV31 cells is reduced compared to WT controls,
although methanrol is fully used vwp in both cultures. This is in agreement
with the finding that AO activity is normally induced, although at a
reduced levels compared to WT cells; in contrast, catalase activities were
not affected (Table 2). However, comparison of the amounts of methanol

used and the optical density of the culture. e.g. at a residual concentration
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of approximately 0.25 % methanol (Fig. 4; Asso RV31 =% 2, Agsg WT =2 3),
clearly show that the conversion of the carbon source into biomass is much

less efficient in the RV31 strain.

A reduced yield was also evident in glucose-limited chemostat cultures of
.both strains, to which methanol was added as a second growth substrate.
The data obtained showed that the final yield of cultures of L17, measured
as Aggo at steady state conditions, was slightly reduced compared to WT
controls (L17 Agso = 0.6, WT Ageo = 7.0). In both the L17 and the WT
cultures no residual glucose or methanol could be detected in the culture
medium when the culwres had reached steady state conditions. Similar
results were obtained with strain RV31l. Also in chemastat-grown cells the
specific AQ activity remained significantly below the values normally
found in WT cultures (AO acdvity L17 = 2.2 Units (mg. protein)'l, WT = 8.0,
VAN DER KLEI er al. 1991),

3.3. Ultrastrucsural analysis.

The morphological adaptations of L17 and RV31 cells, following a shift of
cells from glucose to methanol-containing media, was examined by electron
microscopy. The data, summarized in Fig. 5° show that in the initial 4 hours
after the shift peroxisomes developed (Fig. SA). Typically, the organelles
showed ruptured peroxisomal membranes in ultrathin sectuioms of KMnO, -
fixed cells, while other organelles showed no obvious morphological

deviations. Before this time no visible differences had ocurred in the cells.
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As described previously, within the first 2 h after the change over the
methanol, one small peroxisome per cell, surrounded by a single continuous
membrane were found (VEENHUIS et al, 1979). Immunocytochemical

experiments on sections of these cells, using a-AO, a-CAT or a-DHAS,

revealed that bulk of the labeling was concentrated on peroxisomal
profiles; however, also a low but specific labeling was observed in the
. cytosol (Fig. 5CD; not shown for DHAS). After approximately 8 h of
incubation the ipitially formed organclles had reached their mature size
and muldiplied by fission. At this stage of cultivation also the first
degrading peroxisomes were observed. Qur data strongly suggested that in
particular the larger, mature organelles were subject to degradation
resulting in cells which generally comtained only few, relatively small
peroxisomes in conjunction with one or few organelles in various stages of
degradation (Fig. 5B). After entering the stationairy growth phase (> 24 h of
incubation) the «cells of the culture gradually degenerated and
subsequently died. Also in chemostat cultures of L17 and RV3l on
glucose/methanol mixtures a high turnover rate of individual peroxisomes
was observed (not shown). As a comnsequence, such cells contained a
relatively low volume density of peroxisomes. This low volume density was

in good agreement with the observed specific AO activities (see above).

3.4. Genedic analysis

In order to study whether the L17 and RV3l strains were in fact mutants

affected inm the same gene, gemetic analysis was performed. Since mating of

RV31 and L17!ewl-1 with the auxotrophic H polymorpha adeil mer§

strain failed, we generated a 5-fluoro-orotic-acid (5-FOA) resistant mutant
12



from RV31 (BOEKE et gl., 1984). The resulting #. polymorpha RV31l urald
strain was crossed with L17. In order to establish whether the eventual
mutations in RV31 ura? and L17 leul-1 causing the mur” phenothype
were recessive or dominant, both mutants were crossed with their
corresponding mutual isogenic strains carrying complementary markers,
namely wral” and leul-l, respectively. After crossings, all diploids
. normally grew on methanol at WT rates. Random spore analysis revealed
that strains L17 and RV3l behave as recessive mutants which cannot

complement each other.

The H. polymorpha L17 leul-1 strain was used for transformation with a H.
polymorpha genomic library (GLEESON ef al., 1988). Transformagion was
carried out by the routine procedure, described before (FABER, er al., 1994).
Transformants were selected on YND plates, lacking leucine. After 3-4 days
the transformants were replica-plated onto YNM-plates and selected for
the restoration of growth on methanol as a sole source of carbon and
energy at WT rates. One positive transformant was selected; plasmid DNA
was isolated from this strain and amplified in E. coli. Restriction analysis of
purified plasmid DNA from E. coli revealed a 2.8 kb H. polymorpha genomic
fragment  which, after retransformation in H polymorpha L17,
complemented the original growth defect of the strain on methanol.
Electron microscopical amalysis of the transformed H. polymorpha L17
strain revealed that the cells contained normal peroxisomes and did not
display the typical peroxisome membrane ruptures and organelle turnover

events of the LI7 host strain during methylotrophic growth. The
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complementing fragment was isolated as a Nhel-Sphl fragment and cloned
into the Smal site of pBluescript Il SK' using blunt-end cloning. Sequenciag
of the 2.8 kb fragment revealed no apparent open reading frames (ORFs);
also, the sequence obtained did ngt show any significant homologies with

known sequences in the databases.

4. Discussion,

We bave isolated (wo strains of the methylowophic yeast Hansenula
polymorpha affected in the normal wuse of methanol as sole source of
carbon and energy, which were obtained after treatment of whole cells
with the plant toxin peroxisomicine Al. As shown before (SEPULVEDA er al.,
1992), Peroxisomicine Al affects the integrity of the peroxisomal
membrane when administrated at sub-lethal doses to methanol-grown
cells of H polymorpha. Our present result suggests that damage of the
peroxisomal membrane of f. pelymorpha by peroxisomicine Al is a highly
reproducible event and furthermore confirmed the suggestion that
peroxisomes may indeed represent the initial target organelle of the toxin-
514, which is therefore now designated peroxisomicine Al. Likely, the first
target of the toxim is one (or more) specific peraxin(s), essential for
peroxisome integrity. Possible target molecules are HpPex3p (BAERENDS et
al., 1996), an integral membrane protein essential for the membrane
biosynthesis and integrity, or HpPex6p, a AAA ATPase essential for
peroxisome biogenesis and associated with the peroxisomal membrane
(KIEL et al., submitted).
14



The two strains isolated (RV31 and L17) are clearly affected in peroxisome
functon. This was convincingly demonstrated by the findings that i) the
enzymes essential for methanol catabolism were present and 1ii) the
biomass in batch cultures of both strains was significantly decreased
compared to WT controls while methanol was fully consumed by the cells.
‘However, methanol can normally be used as additional energy source in
glucose-limited cultures and then results in an increase in biomass which is
largely comparable to identically grown WT cultures. indicating that the
cytosolic dissimilation pathway is apparently efficiently operative. Our data
therefore led us to conclude that growth of strains RV31 and L17 in batch
cultures on methanol as the sole carbon and energy source suffers from
specific energetic disadvantages in particular in the catabolism of
methanol. We speculate that these disadvantages are related to peroxisome
dysfunction rather than to other defaults in methanol intermediary
metabolism and are most likely related to hydrogem peroxide metabolism.
As shown before (VAN DER KLEI et al., 1991), decomposition of hydrogen
peroxide in methanol-grown £ polymorpha other than by peroxisomal
catalase is energetically disadvantageous and leads to reductions in
biomass. In L17 and RV31l cells hydrogen peroxide leakage from damaged
organelles can easily be envisaged thus explaining the negative growth

effects.

At present we can only speculate omn the nature of the mechanism which

accounts for the functional comiplementation of strain .17 with the isolated
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2.8 kb genomic fragment, Clearly, this fragment does not contain a well-
defined open reading frame (ORF) and as a consequence it does not contain
a complete gene encoding for a specific protcin. A likely explanation for its
complementing effect is that the DNA fragment contains regulatory
sequences which either interfere with a specific supressor gene or, less
likely, that it encodes for only part of the mutated protein and
complements by a recombination event. If the fragment acts as a promater
it may bind to transcription factors resulting in a change in the expression

of certain genes and thus in faster growth on methanol.

It is also not beyond doubt whether peroxisomicine Al can act as a
mutagenic agent. After peroxisomicine-treatment of WT cells only few
constitutive Mut colonies were picked up and these low frequencies could
readily be interpreted as representing spontaneous mutations. However,
the genomes of the H polymorpha strains used are very stable and
spontanecus mutations are extremely scarce under normal laboratory
conditions. Moreover, at least one example is known in which a comparable
drug (the cytostaticum adriamycin (KEYANI and KEYANI, 1980) has a stroag
effect on peroxisome proliferation in yeast apparently due to a mutation of
the proliferation machinery. Therefore, a mutagenic etfect on thc yeast by
the toxin might be possible. In both strains isolated, it resulted in an
irreversible slow growth on methanol after removal of the toxin. A possible
explanation for this is that the mutation caused overexpression {(or
suppression) of a specific gene which resulted in restoration of normal
growth of the strain on methanol. The yeast multidrug resistant phenotype
due to overexpression of certain genes has been firmly documented (BALZI
16



and GOFFEAU, 1995); the Saccharomyces cerevisiae PDRI, PDR3, PDR7 and
PDRY genes encode transcription regulators that control the expression of
the gene PDRS which encodes a membrane protein of the ATP-binding-
cassette protein family, functioning as a drug extrusion pump (SWARTZMAN
et al., 1996), The possibility to use H. polymorpha as a model organism for

toxicology, related to peroxisome function, is currently explored.
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Table 1. Optical denmsities of H. polymorpha wild type (WT) cells and RV31

cells, grown in batch cultures supplemented with various carbon and

nitrogen sources.

Scrain Growth coanditioas Optcal density (Aseo)
WT glucose/ammanium sulphate 5.5+#0.1

RV31 glucose/ammonium sulphate 9.240.2*

WT ethanol/ammaonium sulphate 5.0+0.2

RV31 ethanol/ammonium sulphate 3.4+0.03*

WT glycerol/ammonium sulphate 8.6+0.1

RV31 glycerol/ammonium sulphate 6.2+0.02*

wWT glucose/methylamine 4.3%0.1

RV31 glucase/methylamine 3.4+0.02%*

Data are presented as final optical density of cultures in the stationairy

growth phase. Each value is shown as mean of three determinations * S.E.

*Significant difference from WT by Student’s t-test (p<0.09).
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Table 2. Activities of alcahol oxidase and catalase in Hansenula polymorpha

RV31 cells after a shift of cells from glucose into methanol-containing

media.
Time (h) alcohol oxidase! catalase

RV31 cells WT cells RV31 cells WT cells
0 0 0 0 2.9:0.81 3.1x0.2

0.7£0.2 0.7+0.3 93+2.1 98+1.8

8 1.2+0.1 2.5+0.3 144£1.5 148%1.8
12 2.320.5 4.2+1.2 177x1.6 173+£2.0
24 2.540.2 4.7¢1.5 196+2.5 190+3.1

*Alcohol oxidase is expressed as Units. mg protein™, catalase as AE;q . min'.
mg protein’.

1Each value is shown as mean of three determinations * S.E.
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LEGENDS FOR FIGURES.

Electron micrographs are taken of KMnOQOg-fixed cells unless otherwise
stated. Abbreviations: N, oucleus; M, mitochondrion; P, peroxisome; V,

vacuole. The bar represents 0.5 pum.

Fig. 1. Structure of toxin 514 (peroxisomicine Al).

Fig. 2. Ultrathin section of KMnQO-fixed ceils of H. polymorpha, grown in
batch culture on 0.5 % methanol for 4 h (Fig. 2A) and 12 h (Fig. 2B). After
subsequent iocubaticoe with 5 ug m!™' peroxisomicine Al, the typical
damage of the peroxisomal membrane is observed (Fig. 2C; arrow). Fig. 2D
shows the relatively large peroxisomes of irregular shape observed in

other incubated strains after peroxisomicine Al treatment.

Fig. 3. Replica-plating technique showing methanol-utilization defective
colonies isolated after treatment of Hansenula polymorpha WT cells with
peroxisomicine Al. The plates were incubated for 5 days at 37°C. Upper

panel: WT controls A: glucose, B: methanol: lower panel RV31 cells (C

glucose, D: methancl).

Fig. 4. Growth (A) and metanol utilization (A} of A polymorpha wild type
and RV31 cells (O growth; ® methanol concentration) after a shift of cells
from glucose into fresh cultures, supplemented with 0.5 % methanol.

Growth is expressed as optical density at 660 nm (Ags), methanol
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concentrations as percentages in the culture medium. Each value is the

mean of three determinations.

Fig. 5. Ultrathin section of strain RV31, grown in batch culture on Q0.5 %
methanol for 4 h, showing development of a peroxisome with a ruptured
peroxisomal membrane (Fig. 5A; arrow). Compare also Fig. 2A/C for datails.
_ Fig. 5B shows the initial stage of peroxisome degradation, namely uptake of
the organelle (*) in the vacuole. Fig. 5C,D: immunocytochemical experiments
on ultrathin sections of methanol-induced RV31 cells, labeled with specific
polyclonal antibodies against alcohol oxidase (Fig. SC) and catalase (Fig. 5D).
In both experiments most of the labeling is observed on peroxisomal
profiles while a minor labeling is evident on the cytoplasm (Lowicryl

sections; «-AQO or a-CAT and goat-a-rabbit/gold, uranyl acetate).

25



OH OH o




;.‘..q
= o
,& 3
/
/
/
¥ e
y /
/
\/ /,,/
/ N .
ol P
A
e
{7
o .
=] = g

{AIASL) |oueLEy

b

(=]
(el

40

30

o
o~

Time (h)









