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RESUMEN

En el presente trabajo se muestran los resultados obtenidos en la investigacién de los
péptidos Iztli, los cuales son agentes fungicidas para las células MATa de Saccharomyces
cerevisiae. Estos péptidos se desarrollaron a partir de la feromona alfa que reconoce
especificamente a células de S. cerevisiae mediante el receptor membranal: Ste2p; se
amplié en seis aminoacidos su secuencia, imitando algunas propiedades fisicoquimicas
(momento hidrofébico, punto isoeléctrico y AGADIR) de péptidos antibacterianos
conocidos (Cecropina, Magainin y Ce-Ma). Los péptidos Iztli generados mostraron
actividad bactericida en Escherichia coli y al probarlos en S. cerevisiae se observo que
entran en ceélulas con y sin el receptor Ste2p, pero sélo causan muerte en las que tienen
Ste2p, por lo que se considera que la sefializacion intracelular inducida por la interaccion
feromona alfa-receptor Ste2p es necesaria para inducir la muerte de las células; también
afectan el metabolismo energético de la célula causando inhibiciébn de la respiracion

mitocondrial y reducen la fermentacién, dependiendo de el o los metabolismos activos.



ABSTRACT

In this work it is present the results of the Iztli peptides’s research, which are fungicides
agents for Saccharomyces cerevisiae’s MATa cells. These peptides were developed from
the alpha pheromone that specifically recognizes S. cerevisiae’s cells with the membranal
receptor: Ste2p, this sequence was increased in six aminoacids, mimicking some
physicochemical properties (hydrophobic moment, isolectric point and AGADIR) of known
bactericidal peptides (Cecropine, Magainin A and Ce-Ma). The lIztli peptides generated
showed antibacterial activity against Escherichia coli and when tested with S. cerevisiae's
cells, peptides's internalization was observed in cells with and without the receptor Ste2p,
but only caused death in those with Ste2p, implying that the intracellular signaling induced
by the interaction of the alpha pheromone with the receptor Ste2p is necessary to induce
cellular death. The Izlti peptides also affect the energetic metabolism of the cell, causing
inhibition of the mitochondrial respiration and reducing the fermentation, in a dependent

way of the metabolic pathways actives.



ABREVIATURAS
APAP: Approach for detecting Potential Apoptotic Peptides
Frag1-6PI1: Fragmento del amino4cido 1 al 6 de la secuencia del péptido Iztli 1
GFP: Green Fluorescent Protein
MH: Momento Hidrofébico
pl: Punto Isoeléctrico
Pl: Péptidos Iztli
PI1: Péptido Iztli 1
P11-CO-NH,": Péptido Iztli 1 con un grupo amino sustituyendo a un oxigeno de su grupo
carboxilo terminal
P11-G15A: Péptido Iztli 1 con sustitucion de la Glicina 15 por Alanina
P11-H488: Péptido Iztli 1 unido al fluoréforo HiLyte fluor 488 en el aminoéacido catorce
P11-H8A: Péptido Iztli 1 con sustitucidn de la Histidina 8 por Alanina
P11-P14A: Péptido Iztli 1 con sustitucion de la Prolina 14 por Alanina
PI11-Q11A: Péptido Iztli 1 con sustitucién de la Glutamina 11 por Alanina
P11-Y19A: Péptido Iztli 1 con sustitucién de la Tirosina 19 por Alanina
P12: Péptido Iztli 2
P13: Péptido Iztli 3
Pl4: Péptido Iztli 4
PtdIns3-P: Fosfatidilinositol 3-fosfato
T-PI1: Péptido Iztli 1 unido al fluoréforo TAMRA en el grupo amino terminal
T-PI1-CO- NH,": Péptido Iztli 1 con un grupo amino sustituyendo a un oxigeno de su
grupo carboxilo terminal, unido al fluoré6foro TAMRA en el grupo amino terminal.
UFC: Unidades Formadoras de Colonias
YPD: Yeast Extract-Peptone-Dextrose

YPLac: Yeast Extract-Peptone-Lactate



1. INTRODUCCION

Péptidos cazador-asesino.
Los péptidos cazador-asesino, traduccion del termino “hunter-killer” acufiado por los
doctores Ellerby y Pasqualini, son péptidos quiméricos disefiados para causar la muerte
celular selectiva en células eucariotas. Estos péptidos estan integrados por dos dominios
funcionales, el dominio “cazador” que facilita el reconocimiento y la internalizacion del
péptido completo al citosol y el dominio “asesino” con propiedades pro-apoptoticas;
ambos se unen por un dominio puente formado por dos glicinas (Figura 1) (Ellerby y coals.,

2008).

Figura 1. Modelo de un péptido cazador-asesino. En azul: dominio “cazador”, en amarillo:
dominio “puente” y en rojo y verde: dominio “asesino” (Tomado y modificado de (Ellerby y cols.,
1999)).

En este disefio se propone que los péptidos cazador-asesino deben su especificidad al
dominio “cazador”, el cual es el ligando para un receptor especifico localizado en la
membrana de la célula diana. Los receptores suelen ser internalizados junto a su ligando
por las células mediante endocitosis. Una vez dentro de la célula, el dominio “asesino”, el
cual cuenta con algunas propiedades como la hidrofobicidad y la helicidad de ciertos
antibacterianos (Cecropina B, Magainin 2 y Melitina)(Javadpour y cols., 1996), induce la
muerte de las células al dafiar la integridad de las membranas mitocondriales, y liberando

citocromo c, el cual se une al factor activador de la apoptosis (Apaf-1) y a la pro-caspasa
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9 formando un complejo denominado apoptosoma. Este complejo activa a la caspasa 9, la
cual activa a la caspasas 3 y 7 iniciando una cascada proteolitica que afecta a proteinas
clave en la célula, causando su muerte por apoptosis; por esta razon también se le llama
dominio o secuencia “pro-apoptotica”. Se requiere la internalizacién del dominio asesino
para causar muerte en la célula, ya que no es téxico estando fuera de las células

eucariotas (Figura 2) (Ellerby y cols., 1999).

Figura 2. Modelo del mecanismo de accion de los péptidos cazador-asesino. 1) Los péptidos
cazador-asesino permanecen en circulacion sin dafiar a las células que no presentan el receptor
especifico (células azules), (2) al encontrar células que si presentan el receptor (células amarillas),
se unen a éste (semicirculos rojos), (3) entonces son internalizados y liberados al citosol de la
célula blanco, (4) alterando la membrana mitocondrial, (5) llevando a la muerte celular de las
células blanco. (Tomado y modificado de (Ellerby y cols., 2008)).

Los péptidos cazador-asesino han sido evaluados en modelos murinos, usando moléculas
cazadoras para los vasos angiogénicos que proveen de oxigeno y nutrientes a las células
tumorales, impidiendo o retrasando el desarrollo del cancer. Entre los tipos de cancer que
se han tratado se encuentra el cancer de mama, para el cual se usé como “cazador” al

péptido CNGRC, reduciendo el volumen de los tumores en un 90 % (Ellerby y cols., 1999)
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y en el cancer de préstata se utilizé el péptido SMSIARL, los ratones tratados tuvieron una
extension de su periodo de vida de 6 a 8 semanas (Arap y cols., 2002). Los péptidos se
evaluaron en otras patologias como la artritis, haciendo blanco a la integrina avB3 de los
vasos sanguineos sinoviales, los cuales aumentan la concentracibn de células
mononucleares causando infiltracién y erosién de los cartilagos en las articulaciones,
resultando en la disminucion de la artritis (Gerlag y cols., 2001); también se usaron contra
la proteina membranal: prohibitina, la cual es un marcador para la vasculatura del tejido
adiposo blanco, logrando reducir la grasa blanca en el modelo de ratones obesos (Kolonin

y cols., 2004).

Se desarroll6 una variante de los péptidos cazador-asesinos, en la cual la secuencia
“cazador” se encuentra dentro de la secuencia “asesina”; a las proteinas que tienen dos

funciones se les denomina proteinas moonlighting.

Proteinas Moonlighting
Anteriormente se pensaba que sélo existia una funcién para cada proteina, pero en la
actualidad se sabe que pueden tener mas de una funcién; a estas proteinas se les
denomina moonlighting. A la fecha se ha identificado como proteinas moonlighting a
enzimas, receptores, canales transmembranales, chaperonas y proteinas ribosomales

(Jeffery, 2003).

El cambio en la funcion de una proteina moonlighting puede ocurrir como consecuencia
de cambios en la localizacién celular, el tipo de célula, el estado oligomérico o la
concentracién celular de un ligando, sustrato, cofactor o producto. Estos diferentes
mecanismos no son mutuamente exclusivos y en muchos casos, una proteina usa una

combinacién de métodos para cambiar entre funciones (Figura 3) (Jeffery, 1999).
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Figura 3. Ejemplos de métodos de cambio de funcidn en las proteinas moonlighting. La
esfera morada representa a una enzima y los diferentes modos por los que puede cambiar
su funciéon. (Tomado y modificado de (Jeffery, 2004)).

Normalmente las funciones se encuentran en dominios independientes dentro de la
proteina, pero existen algunas con dos funciones en el mismo dominio (Rea y cols.,
2009); muchas de estas proteinas se encuentran desplegadas (Tompa y cols., 2005),
permitiéndoles llevar acabo varias actividades al adoptar diferentes conformaciones,

dependiendo del ambiente celular.
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Péptidos Iztli
A las proteinas desarrolladas en este trabajo se les denomindé: péptidos Iztli (PI), en honor
al Dios azteca de los sacrificios: Iztli, que es representado como un pequefio cuchillo de

obsidiana, el cual al igual que nuestros péptidos se usaba para matar de forma especifica.

Se eligi6 como modelo de estudio a la levadura Saccharomyces cerevisiae, uno de los
primeros microorganismos que ha usado el hombre para su beneficio, tanto en la
elaboracion de vino, cerveza y pan, asi como modelo experimental, ya que es uno de los

organismos eucariotas mas sencillos y faciles de manipular.

Se us6 a esta levadura porque tiene dos tipos celulares con receptores y ligandos
especificos (Figura 4-A), los cuales son internalizados por endocitosis: las células
MATalfa reconocen a la feromona “a” mediante el receptor transmembranal Ste3p y a su
vez secretan la feromona “alfa”, que es un péptido de trece residuos
(WHWLQLKPGQPMY). Por su parte, las células MATa identifican a la feromona alfa por
el receptor Ste2p y secretan a la feromona a, un péptido de 12 residuos
(YIKGVFWDPAC) covalentemente unido a un lipido: farnesil (Feldmann, 2005); debido a
este grupo quimico, su sintesis es complicada y no se encuentra de manera comercial a
diferencia de la feromona alfa, ademas también dificultaba la predicciébn de las
propiedades del péptido que se basa solamente en los aminoacidos; por estas razones se

opt6 por usar a la feromona alfa como secuencia base para crear a los péptidos Iztli.

Cuando la feromona alfa es reconocida por el receptor Ste2p de una célula MATa de S.
cerevisiae, la subunidad alfa (Gpalp) con actividad de GTPasa convierte GTP a GDP
causando la separacion de las subunidades By, interaccionando la subunidad B (Ste4p)

con las proteinas Ste5p y Ste20p, que sirven como proteinas de andamiaje y activadora
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respectivamente para las cinasas MEKK (Stellp), MEK(Ste7p), MAPKs (Ksslp y Fus3p),
las cuales fosforilaran al complejo de factores transcripcionales Stel2p/Diglp/Dig2p y a
Farlp resultando en la transduccién de cerca de 200 genes (Figura 4-B)los cuales
preparan a la célula para la reproduccién sexual, causando arresto en la fase G1 del ciclo
celular, crecimiento orientado hacia el par sexual (shmoo) y por en presencia de una
célula del sexo contrario la fusién de las membranas plasmaticas, siguiendo la fusién del
nacleo y poco después, la generaciéon de una célula MATa/MATalfa diploide, que
posteriormente forma una tétrada con cuatro esporas, dos de sexo a y dos de sexo alfa,

gue reinician el ciclo (Figura 4-A) (Naider y Becker, 2004).

Figura 4. Esquemas de S. cerevisiae. A) Ciclo de vida sexual y asexual (Tomado y modificado de
(Feldmann, 2005)). B) Ruta de respuesta del receptor Ste2p a la feromona alfa (Bardwell, 2004)
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Disefo de los péptidos Iztli
A los trece aminoacidos de la feromona alfa se le agregaron seis aminoacidos (se excluyo
a la cisteina para evitar la formacién de puentes disulfuro) en los extremos amino y
carboxilo terminales para igualar las propiedades fisicoquimicas de los péptidos
antibacterianos (asesinos): Cecropina A, Magainin 2 y una mezcla de ambos denominada:
Ce-Ma; se generaron 344 millones 857 mil 923 secuencias de péptidos en la
computadora, las cuales se analizaron mediante el programa computacional: APAP
(Approach for detecting Potential Apoptotic Peptides), obteniéndose 30 secuencias
peptidicas cuyas propiedades fisicoquimicas: punto isoeléctrico (Pl), momento hidrofébico
(MH) y el coeficiente AGADIR que mide la tendencia de los péptidos a estructurarse en
hélices alfa (Munoz y Serrano, 1995), se encuentran dentro de limites caracteristicos de
péptidos asesinos: 10.8<PI<11.7, 0.4<MH<0.6 y AGADIR<10.0 (del Rio y cols., 2001)
(Figura 5). Es importante notar que a diferencia de los péptidos cazador-asesino, los
péptidos Iztli integran una secuencia “cazadora” dentro de una secuencia “asesina”,

siendo reconocidos y causando muerte en un tipo celular especifico.

Figura 5. Esquema de la generacion de los péptidos Iztli y la secuencia del péptido Iztli 1.
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De las 30 secuencias que el programa APAP selecciond, hasta la fecha se han sintetizado

cuatro de ellas (Tabla 1).

NOMBRE SECUENCIA DE PM PI MH AGADI
AMINOACIDOS (9/mol) 10.8<Pl< 0.4<MH< R

11.7, 0.6 <10.0
PI1 KFLNRFWHWLQLKPGQPMY 2490 11.1 0.44 1.21
PI2 RRLKDFWHWLQLKPGQPMY 2500 11.1 0.43 1.12
PI3 KFWKRFWHWLQLKPGQPMY 2577 11.3 0.42 1.37
Pl4 RKLOKFWHWLQLKPGQPMY 2486 11.3 0.42 1.22
FER KFLNRFWHWLQLKPGQPMY 1684 9.55 0.27 0.04

Tabla 1. Secuencias y propiedades fisicoquimicas de los péptidos Iztli y la feromona alfa. En
rojo se muestra la secuencia de la feromona alfa y en azul los aminoacidos agregados.

El modelo planteado para el mecanismo de accion de los péptidos Iztli es el siguiente: el
péptido Izlti es reconocido por el receptor Ste2p de las células MATa de S. cerevisiae
mediante la secuencia de la feromona alfa; una vez reconocido, el péptido es
internalizado al citoplasma junto con el receptor y dentro de la célula actia sobre las
mitocondrias, formando poros en las membranas mitocondriales, causando su
hinchamiento y ruptura, afectando la generacion de energia y liberando moléculas intra-

mitocondriales al citoplasma, induciendo finalmente la muerte de la célula (Figura 6).
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Figura 6. Modelo del mecanismo de accidn de los péptidos Iztli. (1) El péptido Iztli es
reconocido de manera especifica por el receptor en la membrana celular, (2) el péptido y el
receptor son internalizados al citoplasma de la célula, (3) el péptido es liberado al citoplasma, (4) el
péptido es atraido por interaccion de cargas a las mitocondrias de la célula, (5) el péptido se une a
la membrana externa de la mitocondria, formando poros y/o rompiendo la membrana mitocondrial,
alterando la produccion de energia y liberando componentes mitocondriales que mandan sefiales
de activacion a alguno de los mecanismos de muerte celular (6).

18



2. JUSTIFICACION

Los péptidos cazador-asesino que se han desarrollado como tratamiento contra varios
tipos de cancer, asi como obesidad y artritis, forman poros en la membrana mitocondrial
mediante su dominio asesino, que alteran el potencial membranal, afectando el
metabolismo energético de estas células eucariotas aerobias, ademas permiten la entrada
de iones y agua que causan el hinchamiento de la mitocondria liberando moléculas
intramitocondriales como el citocromo ¢, desencadenando la muerte celular por apoptosis.
Sin embargo los péptidos Iztli fueron disefiados contra S. cerevisiae, el cual es un
microorganismo anaerobio facultativo, por lo que el dafio que pudieran ocasionar los
péptidos Iztli al metabolismo respiratorio, puede ser suplido por el metabolismo
fermentativo; pero el dafio inflingido a las mitocondrias mediante la formacién de poros y
la liberacion del citocromo ¢ deberia seguir causando muerte a las células por un
mecanismo tipo apoptosis. Por lo tanto es importante determinar si los péptidos Iztli son
capaces de causar muerte a células que no dependen exclusivamente del metabolismo

respiratorio para producir energia y si matan como lo hacen.

Durante la generaciéon de los péptidos Iztli se modificoé la feromona alfa de S. cerevisiae,
otorgandole las propiedades de un antibacteriano, posiblemente perdiendo el
reconocimiento de la feromona con el receptor Ste2p, lo cual impediria la entrada del
péptido a la célula y su posterior muerte, pero ya que la alteracion no afecté la secuencia
de la feromona es posible que la actividad se mantenga permitiendo la entrada del péptido
y que este actle sobre la mitocondria por su actividad antibacteriana, generando una
proteina moonlighting con una nueva actividad que el cazador y el asesino no tienen por
separado: matar células eucariotas especificas, de ser asi se abriria un nuevo campo para

el desarrollo de farmacos.

19



3. HIPOTESIS

Los péptidos Iztli causan muerte a las células MATa de S. cerevisiae.

4. OBJETIVO

Objetivo general:
- Determinar si los péptidos Iztli causan muerte celular en las células MATa de
S. cerevisiae y no en las células MATalfa y comenzar a entender sus mecanismos de

accion.

Objetivos particulares:

-Comprobar que los péptidos Iztli mantienen la actividad tipo feromona

-Determinar la actividad antibacteriana de los péptidos Iztli .

- Establecer si los péptidos Iztli son internalizados en las células MATa de S. cerevisiae

mediante el receptor Ste2p.

-Determinar si los péptidos Iztli causan muerte por apoptosis tipo levadura en células

MATa de S. cerevisiae.

-Establecer si los péptidos Iztli afectan a las mitocondrias de S. cerevisiae

-Determinar si los péptidos Iztli causan muerte a células MATa de S. cerevisiae con el

metabolismo respiratorio y/o el fermentativo activo(s).
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5. MATERIAL Y METODOS.
Organismos modelo

Hongos levaduriformes

Saccharomyces cerevisiae

Cepa Genotipo
BY4741 MATa his3A1 leu240 met1540
ura340
BY4741 MATa, his3A1l, leu2A0, met15A0,
mutantes ura3A0, gen nulo:: KANMX4
nulas Genes nulos: atgl1, aytl, bre2,
cmsl, cox17, cyc3, depl, dnml,
drs2, elml, erv46, frt2, funl4, gat3,
isa2, mhtl, ntgl, nup60 ,oye2, pep4,
porl, psr2, sawl, seol, sir4, sncl,
snf7, spo7, spo75, ste20, ste4,
swc3, swdl, syn8, ubr2, uip3, uthl
YOR212W MATa, his3A1l, leu2A0, metl15A0,
ura3A0, sted4A:: KANMX4
BY4741 ,o0 MATa his3A1 leu2A0 met15A0
ura3A0
BY4742 MATalfa his3A1 leu2A0 lys2A0
ura340
BY4743 4741/4742
W303-52 MATa, ade2, his3, leu2, trpl, canl-

100, ste4A::URA3
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Fuente

Open Biosystems, Yeast

Parental Strain

Open Biosystems, YKO
MATa Strain Collection

Invitrogen, Yeast-GFP Clone
Collection from UCSF

Generada para este trabajo a
partir de la cepa BY4741

Open Biosystems, Yeast

Parental Strain

Open Biosystems, Yeast

Parental Strain

Donada por el Dr. Roberto
Coria Ortega, Instituto de
Fisiologia Celular, UNAM.
Generada por la Dra. Kurjan,
J., Columbia University, NY,

Estados Unidos.



Donada por la Dra. Irene

CGM99 ura3A::tn903(G418%), trp1A Castano, Instituto Potosino
de Investigacién Cientifica y
Tecnolégica. Generada
originalmente por (Domergue

y cols., 2005)

Candida glabrata

Tabla 2. Hongos levaduriformes

Hongos filamentosos

Cepa Genotipo Fuente

CLK43 S Proveida por el Dr. JesUs

Aguirre Linares, Generada

Aspergillus
nidulans

por (Kawasaki y cols., 2002)

Tabla 3. Hongos filamentosos

Cepa Genotipo Fuente

Invitrogen, MAX Efficiency®

DH10B A(mrr-hsd RMS-mcrBC) mcrA
recAl DH10B™ Competent Cells

Escherichia
coli

Tabla 4. Bacterias

Medios de Cultivo para levaduras

YPD (Yeast Extract-Peptone-Dextrose).

Se preparé medio liquido y soélido (agar 1.5%), bajo las siguientes especificaciones:
extracto de levadura 1%, peptona 2% y glucosa 2%. El medio de cultivo fue esterilizado a

120° C por 20 minutos.
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YPLac (Yeast Extract Lactate)

Se preparé medio liquido y soélido (agar 1.5%), bajo las siguientes especificaciones:
extracto de levadura 1%, peptona 2%, acido lactico 2%, sulfato de amonio 0.12% y fosfato
monobasico de potasio 0.1%. El pH del medio de cultivo fue ajustado a 5.5 con una

solucién de hidréxido de sodio y posteriormente esterilizado a 120° C por 20 minutos.

Medio Minimo (MM)

Se preparé medio liquido bajo las siguientes especificaciones: base de nitrégeno de
levadura sin aminoacidos 0.67%, glucosa 2%, mezcla de aminodacidos 0.79% vy fosfato
monobasico de potasio 0.1%. El pH del medio se ajusté a 5.5 con hidréxido de sodio y
posteriormente se esterilizd a 120° C por 20 minutos. En caso de no requerir algun
aminoacido debido a una auxotrofia de la cepa a usar, se usaron las mezclas

comerciales: Complete supplement mixture (CSM) de FORMEDIUM.

Antibiéticos.

Geneticina

Se prepararon stocks disolviendo 10 mg de Geneticina en 1 mL de agua estéril. Los
stocks se mantuvieron a -20° C hasta el momento de usarse. La concentracion final usada

fue 200 pg/mL.

Péptidos

Los péptidos lIztli 1, 2, 3, 4 (PI1, PI2, PI3, Pl4), 1 y 2 ciclico, 1 y 2 con momento
hidrofébico alterado, los 6 aminoacidos del N-terminal del PI1 afiadidos a la feromona alfa
(Frag1-6PI1), el PI1 marcado con el marcador fluorescente verde Hilytefluor 488 (PI1-
H488), fueron sintetizados por la compafiia AnaSpec (USA), por el método de sintesis de

péptidos en fase sdélida, bajo los requerimientos de extremos amino y carboxilos

23



terminales: libres; la pureza de los péptidos fue mayor al 95%, determinada mediante
Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC por sus siglas en inglés) analitica. El
péptido Iztli 1 con el extremo carboxilo cubierto con un grupo amino (PI11-CO-NH,"), asi
como sus variantes, y del PI1 marcados con la molécula roja fluorescente TAMRA (T-PI1-
CO-NH,"y T-PI1 respectivamente) fueron sintetizados por el grupo del Dr. Rudolf Volkmer

en el hospital Charite en Berlin, Alemania.

La Feromona alfa (FER) se obtuvo de la compafiia Sigma-Aldrich.

. Peso molecular
Nombre Secuencia

(g/mol)
PI1 KFLNRFWHWLQLKPGQPMY 2490
PI2 RRLKDFWHWLQLKPGQPMY 2500
PI3 KFWKRFWHWLQLKPGQPMY 2577
Pi4 RKLQKFWHWLQLKPGQPMY 2486
PI11-H8A KFLNRFWAWLQLKPGQPMY 2424
PI1-Q11A KFLNRFWHWLALKPGQPMY 2433
PI1-P14A KFLNRFWHWLQLKAGQPMY 2464
P11-G15A KFLNRFWHWLQLKPAQPMY 2504
PI1-Y19A KFLNRFWHWLQLKPGQPMA 2398
Frag1l-6PI1 KFLNRF 824
PI1-H488 KFLNRFWHWLQLK (Hilytefluor 488 3335.4
maleimido propionyl-GGG)-PGQPMY
P11-CO-NH," KFLNRFWHWLQLKPGQPMY-CO-NH," 2490
T-P11-CO- NH,*  TAMRA-KFLNRFWHWLQLKPGQPMY-CO-NH," 2903
T-PI1 TAMRA-KFLNRFWHWLQLKPGQPMY 2903
FER WHWLQLKPGQPMY 1684

Tabla 6. Abreviaturas, secuencias de amino4cidos y pesos moleculares
de los péptidos Iztli y la feromona alfa.
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Preparacion de las soluciones peptidicas.
De todos los péptidos se pes6 1 mg y se disolvieron en agua estéril (1 mL).
Posteriormente fueron cuantificados espectrofotométricamente en un equipo Nanodrop a
280 nm. Las concentraciones de los péptidos PI1-H488, T-PI1 y T-PI1-CO-NH," se
basaron en el peso seco, debido a que la molécula fluorescente complica la cuantificacion
por espectrofotometria. A partir de estas soluciones madre se realizaron diluciones para

los diferentes experimentos realizados.

Equipos

Marca

LaboMed, Inc.

(Estados Unidos)

Yellow Springs
Instrument Co.

(Estados Unidos)

Olis, Inc.

(Estados Unidos)

Thermo Scientific

(Estados Unidos)
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Synergy Mx BioTek

(Estados Unidos)

Gen 5 Software
Placas de ensayos, 96 pozos de media
area con tapa para baja evaporacion,
fondo plano, tratadas para cultivo de
tejidos, estériles, poliestireno, 3697,

Costar.

Perlas de vidrio, Sigma
(G8772-100G 425-600 pm)

Camara pequefia, Biospec Products.

Bead-Beater cell Biospec Products
homogenizer (Estados Unidos)
Thermomixer Comfort Eppendorf

(Estados Unidos)

Termoblock para tubos de

microcentrifuga de 1,5 mL

Tabla 7. Equipos

Métodos.

- Levaduras

Cultivo.

Se inoculé una colonia de la cepa de la levadura a utilizar (Tabla 2) en 5 mL de medio

dependiendo del experimento, YPD para curvas de crecimiento, YPLac para las curvas de

crecimiento y respiracion celular y mitocondrial y MM para experimentos de microscopia

de fluorescencia. El cultivo se incubd a 30° C con agitacion constante a 200 rpm por 24

horas.

Preparacion de las muestras.

Los cultivos incubados por 24 horas se diluyeron con medio nuevo, a una D.O. de 0.12 o

0.4, dependiendo si serian utilizados para experimentos de curvas de crecimiento o de

microscopia confocal.
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Curvas de crecimiento.

Se colocaron en placas estériles de 96 pozos de media &rea, 37.5 pL de la dilucion de
células a 0.12 de D.O., con agua estéril, feromona alfa (controles) y los péptidos Iztli a una
concentracién final de 10 uM, llevando a un volumen final de 150 yL con el medio
respectivo. Una vez preparada la placa, esta se incub6 a 30° C en el equipo Synergy MX
con una agitaciéon rapida y constante, tomando lecturas de la D.O. a 600 nm cada hora
durante 24 horas; el equipo se manipulé mediante el programa Gen5. Cada experimento

se realiz6 por cuadruplicado.

Unidades Formadoras de Colonias (UFC)

Las muestras fueron preparadas usando el mismo procedimiento usado para las curvas
de crecimiento; pero en lugar de medir la D.O., se tomaron muestras del cultivo de 5 pyL a
las 0, 6, 12, 18 y 24 horas, diluyéndolas 10% 10° 10* 10% 10* veces respectivamente y 5
uL fueron sembrados en placas de YPD que se incubaron a 30° C. Después de 36 horas

el nimero de colonias para cada muestra fueron contadas.

Microscopia de fluorescencia.

Se colocaron en tubos Eppendorf estériles los cultivos celulares diluidos a 0.4 D.O.; el
volumen varié con respecto al nUmero de muestras que se tomarian en cada experimento;
se agregd agua estéril y feromona alfa como controles, y los péptidos Iztli a una
concentracion final de 20 uM. Los tubos se colocaron en un equipo Thermomixer a 30° C
con agitacion constante a 300 rpm. A los tiempos determinados para cada experimento se
tomaron muestras de 50 uL y se centrifugaron a 5000 rpm por 3 minutos, removiendo el
sobrenadante y resuspendiendo en medio nuevo; se centrifugd dos veces mas,
resuspendiendo la tercera ocasion en 10 yL de medio. Se tomaron 5 pL de la muestra y

se colocaron en un portaobjetos; en seguida se agregaron 5 uL de agar de bajo punto de
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fusién a 37° C y se mezclé con la muestra, la cual se cubrié con un portaobjetos y se

observé al microscopio.

Respiracién celular de levaduras

Se agregaron 50 yL de un cultivo de S. cerevisiae MATa o MATalfa incubado en YPLac
por 24 horas y 50 pL de YPLac en la camara de 300 pL con camisa de agua a 30° C
conectado a un Oximetro YSI modelo 5300 equipado con un electrodo de Clark. A los dos
minutos se agregd agua estéril y feromona alfa como controles, y los Pl a una

concentracion final de 68 uM. Las lecturas se continuaron hasta los diez minutos.

Aislamiento de mitocondrias.

Se incubd un precultivo de S. cerevisiae MATa en 100 mL de YPD a 30° C por 24 h a 250
rpm; posteriormente el precultivo se pasé a un litro de YPLac a 30° C por 24 h a 250 rpm
para mejorar la oxigenacion de las células. Las células se colectaron y lavaron dos veces
mediante centrifugacién y fueron suspendidas en medio frio de aislamiento (5 mM MES,
0.6 M manitol, 0.1% albimina sérica bovina; el pH fue ajustado a 6.8 con trietanolamina).
Las células se rompieron usando un homogenizador con perlas de vidrio de 0.5 mm de
didmetro prelavadas en buffer de aislamiento frio, en una cadmara pequefia rodeada de
hielo, dando tres pulsos de 20 segundos, separados por intervalos de 40 segundos.
Después de la homogenizacién las mitocondrias fueron aisladas por centrifugacion
diferencial como se describe en la literatura (Pena y cols., 1977). El boton final de
mitocondrias se resuspendié en 500 pL de medio de aislamiento frio sin albamina, la
concentraciéon de proteinas se determind por el método de Biuret (Gornall y cols., 1949).

En los experimentos se utiliz6 0.5 mg/mL de proteina.
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Respiracién mitocondrial

El consumo de oxigeno de las mitocondrias aisladas expuestas a los péptidos Iztli se
midié usando un oximetro YSI modelo 5300 equipado con un electrodo de Clark en una
camara de 1.0 mL con camisa de agua a 30° C. Estos experimentos permitieron
determinar la respiracion de la mitocondria en su estado acoplado (estado IIl). El oximetro
estaba conectado a un voltimetro, el cual tenia una interfaz con una computadora para el

registro de los datos.

Se agregaron mitocondrias (0.5 mg proteina/mL) a la mezcla de reaccién que contenia 0.6
M manitol, 5 mM MES pH 6.8 (ajustado con trietanolamina), 20 mM cloruro de potasio, 0.5
mM cloruro de magnesio, 4 mM de fosfato, ADP (150 puM) el sustrato fue etanol (5 pL/mL).
Las soluciones madre usadas fueron 2.0 M cloruro de potasio, 1.0 y 1 M Pi-Tris, pH 6.8.
Se utiliz6 5 mM de CCCP (Carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone) para probar el
acoplamiento de la fosforilacion oxidativa mitocondrial. El consumo de oxigeno fue
grabado en la ausencia de péptidos por 30 segundos para determinar el grado de la
respiracién basal en mitocondrias intactas. Después de eso se afadieron los péptidos Iztli

a una concentracion final de 58 uM.

Medicion de etanol

Un cultivo de células se centrifugdé y se determiné el peso hiumedo de las células, se
preparé una solucion 1g:1mL, en tubos Eppendorf; se agregaron 0.005 mL de células,
0.17 mL de agua 0.02 mL de MES, 0.005 mL de glucosa, agua, feromona alfa 40 yM
(controles) y P11 40 uyM. Después de una incubacién de 10 minutos a 30° C, cada tubo fue
centrifugado a 5000 rpm por 3 minutos, obteniendo el sobrenadante. Para medir el etanol

se prepararon tubos con 40 pyL de sobrenadante, con 100 pyL de Bicina-TEA 0.2 M
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(llevada a pH 9.0 con trietanolamina) y 100 uL de NAD" (20 mg/mL), todo en un volumen
final de 2 mL con agua. Se prepard un control con 10 yL de alcohol. A cada tubo se
agregd 15 pL de aldehido deshidrogenasa (ALDH) 10 mg/mL, se tomé una lectura de
absorbancia inicial a 340 nm a los dos minutos de agregada la enzima y después se
agregaron 15 pL de alcohol deshidrogenasa (ADH) 30 mg/mL, después de 30 minutos se
tomo otra lectura. La cantidad de ymoles de alcohol se obtiene al multiplicar la diferencia

de la D.O. y dividirlo por la D.O. del estandar de etanol.

- Bacterias
Cultivo.
Se inoculd una colonia de E. coli DH10B (Tabla 2) en 5 mL de medio LB. El cultivo se

incubd a 37° C con agitacion constante a 200 rpm por 12 horas.

Preparacion de las muestras.

Los cultivos incubados por 12 horas se diluyeron con medio nuevo, a una D.O. de 0.12

Curvas de crecimiento

Se colocaron en placas estériles de 96 pozos de media area, 37.5 yL de la dilucién de
células a 0.12 de D.O., con agua estéril, feromona alfa y Fragl-6PI1 (controles) y los
péptidos Iztli a una concentracién final de 10 uM, llevando a un volumen final de 150 pyL
con el medio respectivo. Una vez preparada la placa, esta se incub6 a 37° C en el equipo
Synergy MX con una agitacion rapida y constante, tomando lecturas de la D.O. a 600 nm
cada hora durante 24 horas; el equipo se manipulé6 mediante el programa Gen5. Cada

experimento se realizé por cuadruplicado.
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UFC

Las muestras fueron preparadas usando el mismo procedimiento usado para las curvas
de crecimiento de bacterias; pero en lugar de medir la D.O., se tomaron muestras del
cultivo de 5 yL a las 0, 6, 12, 18 y 24 horas, diluyendolas 10° 10° 10° 10°y 10° veces
respectivamente y 5 pL fueron sembrados en placas de YPD que se incubaron a 30° C.

Después de 36 horas el nUmero de colonias para cada muestra fueron contadas.
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6 RESULTADOS

Determinacién de la actividad antibacteriana de los péptidos Iztli

Para el desarrollo de los péptidos Iztli se agregaron seis aminoacidos en el extremo
amino terminal de la feromona alfa modificando algunas de sus propiedades
fisicoquimicas (momento hidrofébico, punto isoeléctrico y coeficiente AGADIR) de forma
gue coincidieran con las de ciertos péptidos antibacterianos (Magainin 2, Cecropina A y
Ce-Ma), las propiedades fisicoquimicas se determinaron mediante el programa APAP
(del Rio y cols., 2001). Para evaluar la nueva actividad antibacteriana de los péptidos Iztli,
se pusieron en presencia de células de la bacteria E. coli, incubando la mezcla en medio
rico a 37° C por 24 horas, se midié su densidad optica (D.O.) para hacer curvas de

crecimiento.

Al analizar las curvas de crecimiento de E. coli (Figura 7-A) observamos que en presencia
del péptido Iztli 1(M) no hubo crecimiento con respecto al cultivo control (O), las células
tratadas con feromona alfa (A) y el fragmento de los seis primeros aminoacidos del PI1
(<) crecieron al igual que el cultivo control; esto muestra que los diecinueve aminoacidos
del péptido Iztli 1 tiene un efecto antibacteriano contra E. coli, cosa que no ocurre con los
trece aminoacidos de la feromona alfa o los seis aminoacidos que se le agregaron al PI1.
En el caso de la feromona alfa el resultado coincide con las predicciones negativas
realizadas por el programa APAP para sus propiedades fisicoquimicas (Tabla 1), no existe
prediccion para el fragmento de seis aminoacidos del PI1 debido a que el programa

analiza un minimo de ocho.

Un antibacteriano puede ser bacteriostatico si s6lo detiene la replicacion o bactericida si

causa su muerte, para realizar esta diferenciacion se tomaron muestras de los cultivos
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para determinar su viabilidad mediante el conteo de unidades formadoras de colonias
(UFC) (Figura 7-B y C) observando que el conteo de las muestras tomadas a las 6, 12, 18
y 24 horas mostraron valores por debajo a los valores iniciales (tiempo 0) de cinco mil
células por lo que se puede concluir que los péptidos Iztli son bactericidas; en el caso de
ser bacteriostaticos, los conteos de UFC se habrian mantenido constantes en el rango de

los valores del tiempo 0 y no se reducirian.
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Figura 7. Actividad antibacteriana de los péptidos Iztli en E. coli DH10B. A) Curvas de
crecimiento en presencia de agua destilada [, Feromona alfa A (20 yM), Frag1-6PI1 < (119 uM)
y P11 B (20 uM). B) UFC en presencia de agua destilada (barras blancas) (control), Feromona alfa
(barras grises) (20 uM) y PI1 (barras negras) (20 uM). C) Acercamiento a valores menores a 15 mil
UFC. La Feromona alfa y el Frag1-6PI1 no tienen efecto sobre el crecimiento de los cultivos con
respecto al control, mientras que el PI1 inhibe el crecimiento celular completamente. Mediante UFC
se observa que el efecto de los Pl es el de un bactericida y no de un bacteriostéatico. Solo se
muestran los datos del P11, pero los PI2,3 y 4 muestran actividades similares.
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Determinacién de la actividad antifungal de los péptidos Iztli.

Una vez se determind que los péptidos Iztli son antibacterianos, nos interesaba conocer si
de acuerdo a su disefio también podian matar a células MATa de S. cerevisiae que
presentan el receptor Ste2p que reconoce a la secuencia de la feromona alfa. Para
evaluar la actividad antifungal de los péptidos Iztli, se pusieron en presencia de células
MATa del hongo levaduriforme S. cerevisiae, incubando la mezcla en medio rico a 30° C

por 24 horas, se midié su densidad 6ptica (D.O.) para hacer curvas de crecimiento.

Figura 8. Actividad antifungal de los péptidos Iztli en S. cerevisiae. A) Curvas de crecimiento
de células MATa en presencia de agua destilada [J (control), feromona alfa A (10 uM), Frag1-6PI1
< (60 uM) y PI1 B (10 pM). B) UFC de células MATa en presencia de agua destilada (barras
blancas) (control), feromona alfa (barras grises) (10 uM) y PI1 (barras negras) (10 uM). C)
Acercamiento a valores menores a 10 mil UFC. La feromona alfa arresta el crecimiento de las
células mientras que el Frag1-6PI1 no tiene efecto, el PI1 inhibe el crecimiento celular
completamente. Mediante las UFC se observa que el efecto de los Pl es el de un fungicida y no de
un fungistatico. Solo se muestran los datos del P11, pero los P12,3 y 4 muestran actividades
similares.

Se observa (Figura 8) que al tratar a las células MATa con el fragmento de seis
aminoacidos del PI1 (<) el crecimiento del cultivo fue similar al del control, en el caso de

la feromona alfa se sabe que esta arresta el crecimiento de las células con el receptor
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Ste2p, los experimentos que normalmente se realizan para probar el arresto son de
inhibicion del crecimiento por halo en cajas de agar (Abel y cols., 1998) , sin embargo al
realizar los experimentos con la feromona alfa (A) en medio liquido no se puede medir el
halo, pero se observa que a la misma concentracion molar (10 u M) que el PI1, la
feromona alfa lo que hace es retrasar el crecimiento del cultivo por aproximadamente
cinco horas para después reiniciar su crecimiento, a diferencia del PI1 (H) que a una
concentracion de 10 yM inhibe completamente el crecimiento de los cultivos. Sin embargo
al igual que en el caso de la actividad antibacteriana, este experimento no permite
determinar si la inhibicién del crecimiento se debe a que los péptidos son fungistaticos o
fungicidas, pero al realizar UFC (Figura 8B y C) se puede establecer el tipo de antifungal
gue son, el conteo inicial (tiempo 0) de células fue cercano a las cinco mil células, pero en
tiempo posteriores (6, 12, 18 y 24 horas) redujeron su numero a valores cercanos a cero,
a diferencia de la feromona alfa la cual mantuvo su numero constante durante 12 horas,
por lo que se concluy6 que los péptidos Iztli son fungicidas. Cabe sefialar que aunque en
las curvas de crecimiento se estableci6 que el arresto por la feromona dura
aproximadamente cinco horas, el aumento en la densidad 6ptica se da hasta las 15 horas,

coincidiendo con el conteo de UFC.

Determinacién de la actividad tipo feromona de los péptidos Iztli en S. cerevisiae

Conociendo que los péptidos Iztli tienen actividad antifungal en las células MATa de S.
cerevisiae, el siguiente paso fue establecer si la secuencia de la feromona alfa que se
encuentra dentro de los péptidos mantenia sus actividades de reconocimiento y
sefalizacion celular mediante la interaccion con el receptor Ste2p (Bardwell, 2004).
Durante el desarrollo de los péptidos Iztli se agregaron aminoacidos a la feromona alfa en

su extremo animo terminal lo cual podria haber modificado su pegado al receptor
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afectando su actividad, pero considerando que su secuencia como tal se mantiene
también era posible que no hubiera cambios; esto se determiné mediante estudios de
microscopia en los cuales se observé si después de exponer a las células MATa de S.
cerevisiae a la feromona alfa se daba la formacion de una proyeccién en la célula
denominada “shmoo” que tiene como funciones orientar a la célula hacia donde se
detect6 a la feromona, localizando a la célula de sexo contrario y ayudar en la fusion
sexual. Durante la formacion del shmoo se concentra en su punta la proteina Fuslp la
cual se encarga de la fusién de las células de sexo contrario, al marcar esta proteina con
la molécula verde fluorescente: GFP, es posible determinar la accién de la feromona alfa

sobre las células MATa al observar la localizacién de Fus1-GFP en la punta del shmoo .

Figura 9. Los péptidos Iztli mantienen la actividad tipo feromona. Imdgenes compuestas de
microscopia de campo claro y de fluorescencia, células de S. cerevisiae MATa Fuslp-GFP en
presencia de A) agua destilada, B) Feromona alfa (10 uM), C) PI1 (10 yM). En presencia del PI1 se
observa la formacion de una proyeccion (shmoo) en la célula y la concentracién en el apice del
shmoo de Fuslp-GFP (flecha negra), asi como ocurre en presencia de la feromona alfa. Linea de
escala 5 pM.

Las células de S. cerevisiae en condiciones normales tienen una forma redondeada
(Figura 9-A), pero en presencia de la feromona alfa forman en la membrana celular una
proyeccion denominada “shmoo”, la cual en su punta congrega a Fuslp-GFP (Figura 9-B),
en presencia del PI1 también se formdé el shmoo y se acumul6é la proteina verde

fluorescente en su punta (Figura 9-C), demostrando de forma directa que los péptidos Izlti
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mantienen la induccion de las rutas de sefializacién de la feromona y de manera indirecta

gue los péptidos Iztli se unen al receptor Ste2p mediante la secuencia de la feromona alfa.

Para probar la interaccion de la feromona alfa con el receptor Ste2p se sintetizaron cinco
analogos del PI1 con sustituciones por alanina en distintas regiones de la secuencia de la
feromona basandonos en el trabajo del grupo de Becker que realiz6 un analisis
estructura-funcién de la feromona alfa mediante un escaneo de todos sus aminoacidos
realizando sustituciones con alanina, mediante los cambios en la uniéon al receptor
determinados por variaciones en el tamafio del halo, de esta manera estableci6 tres
dominios funcionales en la feromona alfa: uno de unién (10-13), uno de giro (7-10) y uno
mas de sefializacién (1-4) (Abel y cols., 1998). Abel y Becker originalmente realizaron el
experimento determinando la cantidad de feromona necesaria para causar un halo de
inhibicibn de 15 mm en placas de agar cultivadas con S. cerevisiae, sin embargo en
nuestro caso no se puede realizar de esa manera ya que los péptidos Iztli no difunden en
agar, en nuestro laboratorio se realizaron algunos ensayos (datos sin publicar trabajo de
taller de Amanda Villalén) y se requeria de concentraciones muy altas (2 mg/mL) para ver
un ligero halo de inhibicidn, en sustitucién se probaron los péptidos en células MATa de S.
cerevisiae en medio liquido rico incubando la mezcla en medio rico a 30° C por 24 horas,
se midi6 su densidad o6ptica (D.O.) para hacer curvas de crecimiento, esperando

encontrar variaciones similares en la inhibicién del crecimiento que ellos reportaron.

Se analizaron las curvas de crecimiento (Figura 10) y tomando al PI1 (l) como el 100 %
se obtuvieron valores de porcentajes para el resto de los analogos para poder realizar una
comparacion con los valores de actividad bioldgica reportados por Abel y Becker, los
cuales también fueron transformados a porcentaje tomando el valor del experimento con

la feromona alfa normal como el 100 %.
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Figura 10. Actividad antifungal de péptidos con sustituciones de alanina en la secuencia de
reconocimiento. Curvas de crecimiento de S. cerevisiae MATa en presencia de PIIH8A @ (2 uM),
PI1G11A A (2 uM), PI1P14A V¥ (2 uM), PILG15A & (2 uM) y PI1Y19A % (2 uM), como control se
uso el P11 B (2 uM) se incubo por 24 h a 30° C. Los péptidos mostraron variaciones en la actividad
antifungal con respecto al PI1.

Feromona alfa  Resultados por Péptidos Iztli Resultados
con difusion en disco con en medio liquido del
sustituciones (Abel y cols., sustituciones de presente trabajo
1998) alanina
FER-H2A + 180% PI1-H8A + 44%
FER-Q5A —30% P11-Q11A —59%
FER-P8A —24% P11-P14A —-12%
FER-G9A + 268% P11-G15A + 22%
FER-Y13A + 202% P11-Y19A + 28%

Tabla 8. Comparacion de cambios ocurridos por las sustituciones en la Feromona alfay el
péptido lzlti 1.

Los experimentos realizados con los analogos de alanina en la secuencia de la feromona
del PI1 reproducen de una manera cualitativa los cambios de actividad reportados por
Abel en las posiciones equivalentes de la feromona alfa (Tabla 8), en el caso de las
sustituciones en las posiciones 8,15 y 19 de los péptidos Iztli, estos aumentan su actividad
asi como sus equivalentes en las posiciones 2, 9 y 13 de la feromona alfa, mientras que

las posiciones 11 y 14 disminuyen su actividad coincidiendo con la reduccion de los
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lugares 5 y 8 de la feromona. Al comparar los resultados hay dos puntos importantes a
considerar: primero las metodologias usadas son diferentes, mientras que Abel usoé
medio sélido y medicion de halos, nosotros usamos medio liquido y la medicion de la
variacién de las curvas de crecimiento y segundo en el estudio de Abel se uso una cepa
supersensible a la feromona alfa. Considerando estos factores son comprensibles las
variaciones en los porcentajes presentados entre ambos métodos, sin embargo las
tendencias se mantienen y permiten decir que si hay interaccion entre los péptidos Iztli y
el receptor Ste2p y que la esta es similar a la de la feromona alfa a pesar de los

aminoacidos que se le agregaron.

Determinacién de la especificidad sexual de los péptidos Izlti en S. cerevisiae

Sabiamos que los péptidos Iztli causan muerte a las células MATa de S. cerevisiae debido
al reconocimiento del receptor Ste2p, por lo que células sin esta proteina no deberian
morir como las células MATalfa las cuales tienen el receptor Ste3p o las MATa Ste24 que
no cuentan con el gen del receptor Ste2p. Se probaron los péptidos Iztli en ambos tipos
celulares en medios liquidos ricos incubando la mezcla en medio rico a 30° C por 24

horas, se midié su densidad 6ptica (D.O.) para hacer curvas de crecimiento.

Figura 11. Especificidad de los péptidos Iztli por el receptor Ste2p. Curvas de crecimiento de
S. cerevisiae A) MATa ste2A. B) MATalfa, ambas en presencia de agua (linea azul), feromona alfa
(linea roja) (10 uM) y PI1 (linea azul) (10 uM) en YPD por 24 hrs. La feromona alfa no induce
arresto al no existir el Ste2p en ninguna de las células, en el caso del PI1 no hay reconocimiento y
no se produce la muerte de las células. Solo se muestran los datos del PI1, pero los P12,3y 4
muestran actividades similares.
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Se sabe que la feromona alfa (linea roja) no causa arresto en células sin el receptor
Ste2p, por lo que se usé como control negativo y justamente no se observé ningun
cambio en el crecimiento con respecto a las curvas control tratadas con agua (Figura 11);
como se esperaba el PI1 (linea negra) no afecté el crecimiento de las células MATa Ste2A
y MATalfa, los cultivos crecen de manera similar a las curvas control. Los péptidos Iztli no

afectan a células de S. cerevisiae sin el receptor Ste2p.

Determinacidn de la internalizacion celular de los péptidos Iztli

Una vez determinado que los péptidos Iztli matan a las células MATa de S. cerevisiae de
manera dependiente a la presencia del receptor Ste2p y que existe interaccion entre
estos, hacia falta establecer si los péptidos Iztli son internalizados por endocitosis
mediada por el receptor Ste2p, como se ha reportado para la feromona alfa (Schandel y
Jenness, 1994). Para observar la internalizacion mediante microscopia de fluorescencia
se sintetiz6 una variante del PI1 al cual se le agregd la molécula fluorescente roja:

TAMRA (T-PI1).

Antes de probar la internalizacion del péptido marcado se probdé que mantuviera su
actividad como antifingico contra las células MATa de S. cerevisiae y no sobre las
MATalfa en cultivos liquidos ricos incubando la mezcla en medio rico a 30° C por 24

horas, se midié su densidad 6ptica (D.O.) para hacer curvas de crecimiento.
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Figura 12. Efecto antifungal de T-PI1 sobre células de S. cerevisiae. Curvas de crecimiento de
S. cerevisiae A) MATa Control (linea azul), P11 (linea negra) (10 uM) y T-PI1 (linea roja) (63 uM).
B) MATalfa Control (linea azul), P11 (linea negra) (10 uM) y T-PI1 (linea roja) 40 uM en YPD a 30°
C por 24 h. EI T-PI1 mantiene su actividad antifungal ya que mata a las células MATa a
concentraciones seis veces mayores al PI1 normal, mientras que en células MATalfa no causa
ningun dafio a las células al igual que el PI1.

En la figura 12-A, se observa que el T-PI1 requiere una concentracién seis veces mayor
(63 M) para causar muerte en las células MATa con respecto a la requerida por el PI1
sin marcar (10 pM); el aumento puede deberse a la molécula de TAMRA que
probablemente altera la estructura y las propiedades fisicoquimicas del péptido y/o su
interaccion con el receptor y/o con el blanco intracelular. Como se aprecia en la figura 12-
B el T-PI1 no inhibe el crecimiento del cultivo de células MATalfa al igual que el péptido sin
marcar. Debido a la molécula de TAMRA las lecturas de la D.O. se ven alteradas en un
incremento de los valores, como se puede apreciar en ambas imagenes de la Figura 12,
Esto nos indica que el T-PI1 mantiene su actividad fungicida en las células MATa mientras

gue no afecta a las MATalfa de S. cerevisiae.

Comprobada la actividad del T-PI1, mediante microscopia de fluorescencia se determiné

si el péptido marcado entraba a las células MATa de S. cerevisiae pero no entraba a las

MATalfa de acuerdo a lo planteado en el modelo de accion de los péptidos.
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Figura 13. Internalizacién del T-Pl en células de ambos sexos de S. cerevisiae. Imagenes de
microscopia confocal de células de S. cerevisiae MATa y MATalfa en presencia de T-PI1 (40 uM) a
1 h de incubacién a 30° C. El T-PI1 entra en ambos tipos celulares de S. cerevisiae, con y sin el
receptor Ste2p.

Las imagenes de la figura 13 muestran que el péptido marcado entra a las células MATa,
las cuales cuentan con el receptor Ste2p y permiten el reconocimiento con la secuencia
de la feromona alfa lo cual conduciria a la internalizacién por la endocitosis mediada por el
receptor, pero el T-PI1 también entra a las células MATalfa, las cuales no expresan el
receptor Ste2p por lo que no deberia ocurrir internalizacion del péptido. Estos resultados
muestran que el T-PI1 entra a ambos tipos de células de S. cerevisiae sin importar la

presencia del receptor Ste2p.

Debido a la aparente inespecificidad de los péptidos Iztli se probé su internalizacién contra
otro hongo levaduriforme (Candida glabrata), en el que anteriormente se probaron los
péptidos Iztli y en el que no se observd efecto alguno sobre su crecimiento (Rodriguez

Plaza, tesis de maestria, 2009); también se evalué contra un hongo filamentoso
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(Aspergillus nidulans); no se han realizado pruebas de toxicidad de los péptidos sobre A.

nidulans.

Figura 14. Internalizacién del T-Pl en otro hongo levaduriforme y un filamentoso. Imgenes
de microscopia confocal de células de C. glabrata (paneles superiores) y A. nidulans (paneles
inferiores) en presencia del T-PI1 (40 uM) a 1 h de incubacién a 30° C. El T-PI1 entra tanto a C.
glabrata como a A. nidulans

Como se observa en las imagenes de la figura 14 el T-PI1 también entra en células de C.
glabrata y de A. nidulans; estos datos junto con los de las células MATalfa muestran que
la internalizacion del péptido no es exclusiva de las células MATa de S. cerevisiae como
se creia inicialmente; sin embargo se ha reportado la internalizacion de la molécula de
TAMRA sola en fibroblastos humanos (CRL-2076) (Cunningham y cols., 2010), por lo que
existe la posibilidad de que la molécula de TAMRA internalice al péptido por su cuenta de
manera independiente al receptor o que la internalizacién que se observa ocurra debido
a una ruptura del enlace entre la molécula de TAMRA y el péptido, dejando solo al

fluoréforo para entrar por su cuenta.
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Para descartar esta posibilidad se marcé al PI1 con la molécula verde fluorescente:
Hilytefluor-488, el cual no es internalizado por si solo a las células (comunicacién personal
con ANASPEC). El disefio del PI1 unido a Hilytefluor-488 (P11-H488) se bas6 en el
reporte hecho por el grupo del Dr. David Drubin sobre las dinAmicas de endocitosis de
una feromona alfa marcada fluorescentemente (Toshima y cols., 2006). Antes de observar
la entrada del péptido marcado a las células, se comprobd que mantuviera su efecto
antifungal en las células MATa, desafortunadamente no se probé en células MATalfa,

debido a una limitante en la cantidad de péptido disponible.

Figura 15. Actividad antifungal del P11-H488. Curvas de crecimiento de células de S. cerevisiae
MATa en presencia de: agua destilada (linea azul) y P11-H488 27 uM (linea verde) en YPD a 30°
C por 24 hrs. El péptido marcado causa muerte celular a concentraciones casi tres veces mayores
al PI1 original.

P11-H488 mostré actividad antifangica contra las células MATa a una concentracion
aproximadamente tres veces mayor a la del péptido sin marcar (Figura 15) (debe tomarse
en cuenta que los péptidos marcados con fluoré6foros no se cuantificaron mediante
Nanodrop, ya que la molécula fluorescente altera las lecturas, por lo que la concentracion
reportada se basa en la cantidad del péptido en peso seco). Considerando este dato se

probé si el péptido marcado entraba en las células MATa.
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Figura 16. Internalizacién del P11-H488 en células de levadura. Imagenes de microscopia
confocal de células de S. cerevisiae MATa y MATalfa en presencia de agua (control) y P11-H488
(90 uM) a 1 h de incubacién a 30° C. Barra de escala 5 um. Las flechas negra indican la
localizacion del péptido marcado dentro de las células.

En la figura 16 se observa al péptido marcado verde tanto dentro de las células MATa
como de las MATalfa (flechas negras), lo cual confirma los datos obtenidos con T-PI1: los
péptidos Iztli si entran a las células de S. cerevisiae sin importar la presencia del receptor

Ste2p.

Actividad de los péptidos Iztli sobre mitocondrias.

El disefio de los péptidos Iztli implica que una vez dentro de las células de S. cerevisiae
estos causan muerte debido al dafio que causan a las mitocondrias por sus propiedades
antibacterianas, recordemos que las mitocondrias se originaron a partir de ciertas

bacterias, por lo cual son sensibles a algunos antibacterianos (Ellerby y cols., 1999).

Determinacién del hinchamiento mitocondrial producido por los péptidos Iztli.
Demostrado que los péptidos Iztli son antibacterianos, el siguiente paso fue probar si
afectan a la mitocondria, para esto se determind el hinchamiento mitocondrial. Se aislaron

mitocondrias de S. cerevisiae y se pusieron en un medio isotdnico, se realizé un registro
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continuo de la absorbancia a 600 nm, posteriormente se agregaron los péptidos Iztli y se
observé si se alteraban las lecturas, en el caso de que los péptidos formaran poros en las
membranas de la mitocondria, permitiendo la entrada de agua e iones, lo cual hincharia a
la mitocondria modificando la cantidad de luz que absorbe y reduciendo las lecturas de la

D.O.

Figura 17. Los péptidos Iztli causan hinchamiento en mitocondrias aisladas de S.
cerevisiae. Lectura de D.O. (600 nm) de mitocondrias en presencia de agua destilada [,
FER A (160 uM), Frag1l-6PI1 <> (100 uM) y PI1 B (117 puM). Los péptidos Iztli causan
hinchamiento mitocondrial contrario a la FER y el Frag1-6PI1. Solo se muestran los datos
del PI1, pero los P12,3 y 4 muestran actividades similares.

En presencia de los péptidos Iztli la D.O. de la suspension de mitocondrias disminuyo, lo
cual indica su hinchamiento debido a la entrada de agua posiblemente debido a la
formacién de poros en las membranas mitocondriales (Figura 17), esto se debe a sus

propiedades antibacterianas y a la similitud de las membranas bacterianas vy

mitocondriales.

Determinacién de la actividad de los péptidos Iztli sobre la respiracion mitocondrial.
Los péptidos Iztli tienen actividad antibacteriana y pueden hinchar a mitocondrias
aisladas, estos dos hechos sugieren que pueden causar dafio a las mitocondrias y en

consecuencia afectar sus actividades, tales como la respiracion. Para probar esta
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hipétesis se determind la respiracion de mitocondrias aisladas en presencia de los

péptidos Iztli.

Figura 18. Inhibicién de la respiraciéon por los péptidos Iztli en mitocondrias aisladas.
Consumo de oxigeno de mitocondrias aisladas de S. cerevisiae MATa en presencia de los
siguientes controles: agua destilada [, Feromona alfa A (19 uM), Frag1-6PI1 <(100 uM) y P11 W
(11 uM) agregados a los 80 s del inicio del trazo (flecha negra), como un control de la respiracion
se agregd CCCP (1 uM) a los 180 s (flecha gris). El P11 detuvo el consumo de oxigeno a los pocos
segundos de haber sido agregado a la solucién con respecto al control, mientras que la feromona
alfa'y el Frag1-6PI1 no afectaron la respiracién. Los péptidos Iztli 2, 3 y 4 mostraron efectos
similares al PI1.

En la figura 18 podemos ver que al agregar el PI1 (W) a las mitocondrias aisladas el
consumo de oxigeno se detuvo a los pocos segundos, cosa que no ocurrié con la
feromona alfa (A) (19 uM) o el fragmento de 6 aminoacidos (<) (100 uM) incluso a
concentraciones superiores a las usadas para el PI1 (11 uM); al agregar el agente
desacoplante CCCP a los controles la respiracion se aceler6 confirmando el estado
acoplado de la cadena respiratoria, pero en el caso del PI1 no se aceleré la respiracion

por lo que la cadena esta desacoplada.
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Los datos reunidos hasta el momento indican que los péptidos Iztli entran a ambos tipos
celulares de S. cerevisiae de manera independiente al receptor Ste2p y causan
hinchamiento e inhibicion de la respiracion en mitocondrias aisladas, por lo que es
probable que si se tratan con los péptidos Iztli ambos sexos de la levadura, estos deben

ver afectada su respiracion

Figura 19. Inhibicidn de la respiracion en células de S. cerevisiae. Consumo de oxigeno de
células: A) MATa y B) MATalfa se trataron con agua destilada (linea azul)y feromona alfa (767 uM)
(linea roja) como controles y P13 (68 uM) (linea negra) a los 120 segundos (flechas negras) del
inicio de la toma de lecturas. El P13 inhibe la respiracion de las células MATa y MATalfa, mientras
gue la FER no tiene ningln tipo de efecto sobre la respiracién.

En la figura 19 podemos ver que al tratar a las células con el PI3 (linea negra) se inhibi6 la
respiracién en ambos tipos celulares, mientras que la feromona alfa (linea roja) la cual
arresta el crecimiento de las células lo cual podria afectar de alguna manera la respiracion
no causo ningun cambio en el consumo del oxigeno. Los péptidos Iztli usados para los
ensayos de respiracion celular no tienen a los fluoréforos, con lo cual se descarta que la
inhibicibn de la respiracion ocurriera por las moléculas fluorescentes. Estos datos
coinciden con lo observado en los experimentos de internalizacion con los péptidos
marcados, por lo que los péptidos Iztli deben entrar a los dos tipos celulares por un

mecanismo alterno comun, de manera independiente al receptor Ste2p.
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Determinacién de genes involucrados en el mecanismo de accién de los Péptidos
[ztli

Se probaron los péptidos Iztli en cepas con mutantes nulas de diversos genes para
determinar si la ausencia de alguno de ellos protegia de la accién de los péptidos y por lo

tanto estaba relacionado con su mecanismo de accion.

Figura 20. Escaneo de mutantes nulas resistentes a los péptidos Iztli. El &rea bajo la curva
(ABC) para cada cepa de las mutantes nulas de S. cerevisiae probada contra el P11 (10 uM) fue
calculada y graficada. EI ABC control (0.09) es el valor del PI1 (10 uM) contra S. cerevisiae MATa.
Se tomo como punto de corte 0.5, para determinar si las mutantes nulas presentan resistencia al
PI1.

Las curvas de crecimiento que se obtuvieron se convirtieron en areas bajo la curva (ABC).
Los resultados de este escaneo (Figura 20) mostraron que genes involucrados en
procesos apoptéticos como el factor inductor de la apoptosis (AlF1), el citocromo c
(CYC1) y la metacaspasa 1 (MCA1) no estan involucrados en el mecanismo de muerte

producido por los péptidos Iztli ya que sus mutantes nulas no confieren resistencia a los
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péptidos, mientras que los genes que codifican para proteinas relacionadas a la ruta de
sefalizacién de la feromona alfa (ste2, ste4 y ste20) al no estar presentes protegen del
efecto del péptido; estos resultados indican que la muerte que producen los péptidos Iztli
no tiene que ver con apoptosis, pero si tiene que ver la cascada de sefializacion inducida

por la feromona alfa.

Esta cascada de sefalizacion (Figura 4) inicia con la unién de la feromona alfa con el
receptor Ste2p el cual a través de Stedp en la proteina G, una proteina de andamiaje y
Ste20p activan a un grupo de MAPcinasas que forman una cascada de sefializaciones
gue prepararan a la célula para el apareamiento sexual. En caso de existir alteraciones en
la feromona que afecten su interaccién con el receptor. la sefializacion se vera afectada
reflejandose en el arresto celular como lo reporté (Abel y cols., 1998) o0 en nuestro caso
en la actividad antifungal de los péptidos Iztli como ya lo probamos con los analogos de

alanina (Figura 11, Tabla 8)

Como una alternativa al analisis ya realizado se evalué un péptido variante del P11, al cual
se le colocé un grupo amino en lugar de un oxigeno del grupo carboxilo terminal (P11-CO-
NH>), normalmente esta modificacion lo que hace es estabilizar el péptido pero en nuestro

caso lo que hizo cuando lo probamos en las células MATa fue reducir su actividad.
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Figura 21. Actividad antifangica del PI1-CO-NH,". Curvas de crecimiento de S. cerevisiae MATa
en presencia de agua destilada (linea azul), P11 (10 yM) (linea negra), PI1CO-NH," 10 uM (linea
dorada) y 40 uM (linea naranja). EI PI1CO-NH," muestra actividad a concentraciones cuatro veces
mayores con respecto al PI1.

Este nuevo péptido Iztli resultd ser activo a una concentracién cuatro veces mayor que el
PI1 (Figura 21). La reduccién de la actividad puede ser explicada por estudios previos que
han reportado que el extremo carboxilo de la feromona alfa es importante para la unién al
receptor y por lo tanto necesaria para la sefalizacion (Naider y Becker, 2004),
requiriéndose mayores concentraciones del péptido para causar el arresto celular. Por
esos antecedente suponemos que la actividad de feromona del péptido puede estar
alterada, lo cual explicaria el aumento de péptido necesario para causar muerte celular;
sin embargo, las graficas de crecimiento no proporcionan datos para confirmar este
hecho. Para ello se realizaron estudios de microscopia de fluorescencia en los cuales se
agreg6 el péptido PI1-CO-NH," a una cepa MATa Fuslp-GFP de S. cerevisiae para
buscar la formacion del shmoo y la acumulacién de la proteina Fus1lp-GFP en la punta del
shmoo como indicadores de la activacion de la ruta de sefializacion que lleva al arresto

celular.
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Figura 22. Inactividad tipo feromona del PI1-CO-NH,"en células de levadura. Microscopia de
campo claro y fluorescencia de S. cerevisiae MATa Fuslp-GFP en presencia de feromona alfa 10
UM y PI1-CO-NH," 40 uM a las 6 h de incubacién a 30° C. La FER induce formacién de shmoo y
concentracion de Fus1p-GFP en su punta (flechas blancas), el PI1-CO-NH," no causa cambios en
la morfologias de las células ni concentracién de la proteina fluorescente.

El P11-CO-NH," no indujo la formacién de shmoo ni la acumulacion de Fus1p-GFP (Figura
22) a pesar de que se usO una concentracion cuatro veces mayor al control (feromona
alfa, 10 yM), indicando que el péptido no activa la cascada de sefalizacion de las
MAPcinasas. Se sintetizé a PI1-CO-NH, unido a la molécula TAMRA en su extremo amino
terminal para determinar si la reduccion de su actividad se debe a que no entra en las

células.
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Figura 23. Internalizacién de T- PI1-CO-NH," en células de S. cerevisiae. Iméagenes de
microscopia confocal de células: A) MATa y B) MATalfa después de una hora de incubacién a 30°
C con 100 pg/mL de T- PI1-CO-NH,".

El péptido marcado con TAMRA entra tanto en las células MATa como en las MATalfa
(Figura 23), confirmando que el péptido T- PI1-CO-NH," falla en la sefializacion. Tomando
en cuenta este hecho, se probé compensar la falta de actividad tipo feromona de PI1-CO-

NH," agregando cantidades equimolares de la feromona alfa a un cultivo de células MATa.

Figura 24. Restauracién de la actividad del PI1-CO-NH,". Curvas de crecimiento de

S. cerevisiae MATa con agua destilada (linea azul), feromona alfa (5 uM) (linea roja), PI1-CO-NH,"
(5 uM) (linea verde) y mezcla feromona alfa (5 uM) y P11-CO-NH," (5 uM) (linea amarilla) por 24 h
de incubacién a 30° C. La feromona alfa y el PI1-CO-NH," por separado no causan el efecto que
ocurre al mezclar, restaurando la actividad de muerte celular.

Al agregar la feromona alfa y el PI1-CO-NH," a las células MATa se produce muerte, cosa
gue no ocurre con la feromona o el péptido modificado por si solos (Figura 24). Este

resultado indica que la feromona alfa complementa el efecto perdido por la modificacién
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del péptido, restaurandose el efecto de muerte celular, e incluso parece ser que se
potencia el efecto del PI1-CO-NH,", ya que induce muerte en las células MATa a una
concentracion conjunta de 10 uM (5 yM de feromona alfa y 5 yM de PI1-CO-NH,"),
mientras que el PI1 requiere de 10 uM. Estos experimentos apoyan la teoria que los
péptidos Iztli mediante la secuencia de la feromona alfa activan la sefalizacién del

receptor Ste2p, ayudando a inducir muerte en las células MATa de S. cerevisiae.

Determinacién de la actividad de los péptidos Iztli sobre los tipos de metabolismo

de S. cerevisiae

Los péptidos “cazador-asesino” originales matan a las células angiogénicas mediante el
dafio a la mitocondria, la liberacién de citocromo c¢ y la induccion de apoptosis. Sin
embargo para nuestro caso ya se demostrdé que la ausencia de algunos genes claves
para la apoptosis de S. cerevisiae no protegen de la accion de los péptidos Iztli (Figura

21), por lo que la muerte debe estar ocurriendo mediante otro mecanismo de accion.

Los péptidos Iztli inhiben la respiracion de S. cerevisiae, reduciendo la produccion de
energia en la célula, esto podria explicar la induccion de la muerte por los péptidos si las
células solamente respiraran, sin embargo en presencia de glucosa también fermentan ya

gue son anaerobios facultativos.

Los experimentos realizados hasta el momento se han llevado a cabo en medio con
glucosa (YPD), por lo que aunque los péptidos Iztli inhiben la respiracién, las células
también fermentan, indicando que causan la muerte de las células por otro mecanismo.

Considerando este punto se probaron los péptidos Iztli en un medio con lactato (YPLac)
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en el cual solo pueden respirar las células para observar si sélo la inhibicion de la

respiracién puede causar la muerte de las células.

Figura 25. Actividad antifungal de los péptidos Iztli en un medio respiratorio. Curvas de
crecimiento de S. cerevisiae MATa con: agua (linea azul), PI1 10 uM (linea negra) incubado en
YPLac durante 18 h a 30° C. El PI1 causa muerte celular en un medio exclusivamente respiratorio.

En un medio en el cual las células so6lo pueden respirar, los péptidos Iztli causan muerte
celular (Figura 25). Si el mecanismo de accion involucrara solamente al metabolismo
fermentativo entonces los péptidos no deberian haber tenido actividad sobre las células
en YPLac, esto quiere decir que muy probablemente que la accion ejercida por los

péptidos no afecta un tipo de metabolismo en especifico.

Para determinar la accidn de los péptidos sobre células que solo fermentan se obtuvo una
cepa de S. cerevisiae MATa pO, derivada de una cepa silvestre sometida a mutaciones
sucesivas con bromuro de etidio, con el fin de eliminar su ADN mitocondrial; este
procedimiento elimina muchas proteinas de la cadena respiratoria que se encuentran
codificadas en el ADN mitocondrial, por lo que estas células seran incapaces de respirar y

solo obtendran energia mediante la fermentacion.
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Se comprobd que el metabolismo respiratorio de la cepa pO se encontrara inactivo,
incubandose en un medio de cultivo solido con sustrato respiratorio (lactato), en el cual no
hubo crecimiento y en un sustrato fermentable (glucosa) en el cual crecié6 de manera

normal (Figura 26).

Figura 26. Caracterizacion metabodlica de la cepa p0. Crecimiento de cultivos de S. cerevisiae
BY4741 cepa p0 en medio sélido en A) glucosa y B) lactato.

Dentro de las pruebas realizadas para la caracterizacion de la cepa p0, también se
determiné el consumo de oxigeno de la cepa, verificando que no respira, a diferencia de
la cepa silvestre (Figura 27-A). Una vez establecido que la cepa pO solo fermenta, se

probo el PI1 contra esta.

Figura 27. Metabolismo respiratorio y efecto antifungal de los péptidos Iztli sobre células de
levadura p0. A) Oximetria de S. cerevisiae BY4741 en YPLac, cepa silvestre (linea azul), cepa p0
(linea verde). B) Curva de crecimiento de S. cerevisiae BY4741 p0 con agua (linea azul), PI1 (10
M) (linea negra), en YPD incubado por 24 h a 30° C. La cepa p0 no respira a diferencia de la cepa
silvestre. El P11 mata a las células pO que solo fermentan.
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El PI1 causa muerte a las células pO (Figura 27-B), por lo que si solo esta activa la
fermentacion los péptidos Iztli también causan muerte celular, en concordancia con los
datos obtenidos al probar los péptidos en células con el metabolismo respiratorio y

respiratorio/fermentativo,

Determinacién de la fermentacion de S. cerevisiae en presencia de los péptidos Iztli.
Puesto que los péptidos matan a las células de S. cerevisiae MATa con el metabolismo
fermentativo activo, se probé si los péptidos Iztli afectan su fermentacion midiendo la tasa

fermentativa (produccioén de etanol).

Figura 28. Reduccién de la fermentacién por el PI1. Se presentan los uymoles de etanol
producidos por gramo de células de S. cerevisiae MATa en presencia de agua destilada (control),
feromona alfa 27 yM y PI1 27 yM incubados por 10 minutos. El PI1 reduce la generacion de etanol,
mientras que con la feromona no se observa una diferencia significativa.

Los niveles de etanol en presencia del PI1 se reducen en un 87% con respecto a las
células no tratadas, mientras que con la feromona alfa la variaciébn no es significativa
(Figura 28) . La significacion de las diferencias se confirmé estadisticamente por la prueba
de la T de Student. Estos resultados en conjunto muestran que los péptidos Iztli causan
muerte celular sin importar si el metabolismo fermentativo o respiratorio se encuentran
activos o incluso si los dos estan en funcionamiento. también se observéo que los péptidos

inhiben la respiracién y reducen la fermentacion de las células afectando afectando la
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produccién de energia, pero no sabemos si estos cambios metabdlicos son los que
producen la muerte de la célula o antes si ocurre otro evento que causa estas bajas en el

metabolismo bioenergético de la levadura.
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7 DISCUSION

Los péptidos Iztli tienen la funcién “asesino”, la cual fue incorporada mediante la adicién
de seis amino&cidos a la secuencia de la feromona alfa de S. cerevisiae. Esta actividad
antibacteriana se determind en cultivos de E. coli DH10B (Figura 7), con resultados
positivos a una concentracion de 20 yM, causando muerte al 99% de las bacterias de el
cultivo durante 24 horas. Estos resultados indican es posible disefiar nuevos
antibacterianos basandonos solamente en tres propiedades fisicoquimicas (punto
isoeléctrico, momento hidrofébico y Agadir) de los péptidos antibacterianos: Cecropina A,

Magainin 2 y Ce-Ma.

Previamente se ha reportado que los péptidos Iztli causan hinchamiento en las
mitocondrias de células cancerigenas debido a su secuencia asesina (Ellerby y cols.,
1999), los péptidos Iztli tienen las propiedades de un péptido asesino y causan
hinchamiento en mitocondrias aisladas de S. cerevisiae (Figura 17), mientras que la
feromona alfa y el fragmento de 6 aminoacidos no afectaron a la mitocondria, ya que sus
propiedades fisicoquimicas no son las de un péptido asesino (del Rio y cols., 2001,
Rodriguez Plaza y cols., 2012). Tanto la muerte de las bacterias como el hinchamiento de
las mitocondrias puede deberse a la formacién de poros en sus membranas; al medir los
potenciales eléctricos de membranas artificiales en presencia de los péptidos Iztli, se
observan cambios de potencial que indican la formacién de poros (Figura 7 del apéndice

2).

S. cerevisiae no cuenta con una muerte apoptética candnica (Ligr y cols., 1998),
principalmente debido a la falta de un homodlogo de la proteina pro-apoptética de

mamiferos Bax, cuya funcién es interaccionar con las mitocondrias e inducir la apertura
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del canal anidnico dependiente de voltaje (VDAC por sus siglas en inglés), mediante el
cual se libera el citocromo c, el cual activa a las caspasas y se lleva a cabo la apoptosis, a
pesar de esto en los Ultimos afios se han descubierto homdélogos de diversos genes de
mamiferos involucrados en la apoptosis y se han observado marcadores de apoptosis al
tratar a las células con diversos compuestos que causan muerte celular (e.g. acido
acético, aspirina, peroxido de hidrégeno) por lo que se le denomina “apoptosis tipo
levadura” (Balzan y cols., 2004, Madeo y cols., 1997, Madeo y cols., 1999). Sin embargo
ya que no presentaron resistencia a la accién de los péptidos algunas de las mutantes
nulas de genes necesarios para este tipo de apoptosis (Figura 20, genes: CYC1, MCAL,
AlF1) (Greenhalf y cols., 1996, Ligr y cols., 1998), sabemos que la muerte inducida por los

péptidos Iztli no ocurre por apoptosis.

Dentro de los genes cuyas mutantes nulas se analizaron y se reportaron como resistentes
a la accion de los péptidos (Figura 20) se encuentra POR1 también conocido como
VDAC, que junto con el acarreador de adenin nucleétidos y la ciclofilina D es una de las
proteinas que conforman un canal mitocondrial no selectivo de S. cerevisiae (scMUC por
sus siglas en inglés) (Manon y cols., 1998). Este poro al abrirse causa el incremento en el
transporte inespecifico de iones y metabolitos a través de la membrana interna
mitocondrial, despolarizando al organelo y pudiendo llegar a ocasionar la muerte de la
célula (Uribe-Carvajal y cols., 2011). Considerando las actividades que realizan los
péptidos Iztli sobre las mitocondrias (hinchamiento e inhibicién de la respiracion) es
interesante que una proteina de la membrana externa mitocondrial proteja de la accion de
los péptidos. Es posible que los péptidos Iztli interaccionen con el canal mediante Porlp
induciendo su apertura y liberando moléculas que pueden llegar a inducir la muerte de la
célula mediante un mecanismo desconocido; por esta razdn sera importante estudiar la

actividad de los péptidos con mitocondrias aisladas de la cepa sin Porlp.
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La feromona alfa de manera convencional al unirse al receptor Ste2p, da inicio a una
cascada de sefializaciones que prepararan a la célula para la reproduccién sexual (Figura
4-B) (Bardwell, 2005). Existen dos formas para identificar morfolégicamente la activacion
de esta cascada, una es la polarizacion de la célula, resultando en la generacion de un
“shmoo” que se genera en direccion hacia donde la célula percibié la feromona (Arkowitz,
2009, Merlini y cols., 2013) y la segunda es la acumulacién de Fuslp en la punta del
shmoo. Esto se puede observar mediante el marcaje de Fuslp con GFP (Bagnat y
Simons, 2002). En efecto, al tratar las células MATa con los péptidos Iztli, se observé la
formacién del shmoo y la concentracion de Fuslp-GFP en su punta, tal y como se
observd en el control con la feromona alfa (Figura 9), indicando que los péptidos Iztli

tienen la actividad tipo feromona.

Los péptidos Iztli causan muerte en las células MATa de S. cerevisiae, que tienen el
receptor Ste2p (Figura 11). Pero los péptidos no matan a las células MATa ste2A y
MATalfa, en las que el receptor Ste2p esta ausente de la membrana celular, en la primera
por no existir el gen y en la segunda por no ser expresado, comprobando que se requiere

el receptor Ste2p para que los péptidos Iztli causen muerte celular.

Los péptidos Iztli tienen dos funciones: la cazadora, es decir la tipo feromona (formacién
de shmoo y localizacion de Fusl-GFP) y la asesina como antibacteriano, juntas en un
solo dominio funcional generaron una nueva actividad: la de antifungal para las células

MATa de S. cerevisiae.

Debido a la dependencia de los péptidos Iztli hacia el receptor Ste2p y su actividad tipo
feromona, se considera que la interaccidn entre: secuencia-feromona y el receptor se

mantiene, esto se comprob6 mediante la sustitucién por alanina de los trece aminoacidos
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de la feromona alfa de acuerdo a reportes previos (Abel y cols., 1998). Nuestros
resultados (Figura 10 y Tabla 8) mostraron las mismas variaciones antagonistas y
sinérgicas reportadas por Abel, por lo que pesar de los seis aminoacidos agregados a los

péptidos Iztli, estos mantienen la unién tipo feromona con el receptor Ste2p.

Se probd la internalizacion de los péptidos Iztli en las células MATa, con una variante del
P11 unido al fluoréforo TAMRA en su extremo amino terminal. Este péptido tiene actividad
de antifungal a concentraciones seis veces mayores que el PI1 y es inocuo contra las
células MATalfa (Figura 12). Por estudios de microscopia confocal, se observd que el
péptido entra no solo al sexo MATa, sino también al MATalfa (Figura 13), incluso se vio
dentro de células de otros géneros de levaduras como C. glabrata (no se observé
toxicidad) (Rodriguez Plaza, 2009)), en hongos filamentosos como A. nidulans (no se han
realizado estudios de toxicidad) (Figura 14) y por resultados de nuestro grupo de
investigacion (Gonzalez y cols. en proceso de publicacién) se ha observado que los

péptidos Iztli también entran en células humanas HEK 293 (Human Embryonic Kidney).

En el caso de C. glabrata se sabe que existe un gene homoélogo a STE2 de S. cerevisiae,
al cual se le denomin6 CgSTE2 el cual se expresa en la levadura; sin embargo, desde
gue se describié por primera vez en 1917 y hasta la fecha no existen reportes de la
reproduccion sexual de C. glabrata (Anderson, 1917, Wong y cols., 2003). Se ha
observado que en ambos tipos sexuales de C. glabrata se expresan los homdlogos tanto
de STE2 como de STE3; sin embargo, al exponer a las células de C. glabrata a sus
propias feromonas a o alfa o incluso a las feromonas de S. cerevisiae, no se observo
arresto celular, pero al tratar a ambos tipos de células sexuales de S. cerevisiae con las
feromonas a y alfa de C. glabrata si se observé arresto celular (Muller y cols., 2008), una

posible explicacion para este comportamiento es que las feromonas si se pegan al
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receptor C. glabrata, pero la cascada de sefalizacion no se encuentra activa. Con
respecto a A. nidulans se ha determinado la existencia de homélogos para los receptores
Ste2 (PreB), Ste3 (PreA) y para la feromona alfa de S. cerevisiae (ppgA), pero no para la
feromona a (Dyer y cols., 2003). En el caso de las células HEK 293, no hay homélogos de

STE2 reportados, y estas células no se reproducen de manera sexual.

El hecho de que existan homdélogos en C. glabrata y A. nidulans podria hacer pensar que
la internalizacién de los péptidos Iztli es mediada por éstos; sin embargo, debe
considerarse que también entra en las células MATalfa y HEK 293, la primera no cuenta
con el receptor Ste2p y en la segunda no se han encontrado homdlogos, siendo lo mas
I6gico pensar que en realidad el péptido marcado estd entrando a todos estos tipos
celulares de manera independiente al receptor Ste2p, contraponiéndose a lo predicho por

el modelo.

El hecho que el péptido Iztli marcado entre en varios tipos celulares pudiera ocurrir debido
a que la molécula fluorescente (TAMRA) se separara del péptido debido a una hidrélisis,
penetrando por si sola a las células, como ya se ha reportado con anterioridad en células
de humano (Cunningham y cols., 2010), pero considerando que el péptido unido a
Hilytefluor-488, el cual solo entra a las células si esta unido a otra molécula que se lo
permita, también entra a las células MATa y MATalfa (Figura 16), indica que los péptidos
en realidad si entran a las células. Ademas, los estudios de respiracion celular que se
efectuaron, indican que los péptidos Iztli inhiben la respiracién tanto en las células
MATalfa como en las MATa de S. cerevisiae (Figura 18). Estos experimentos son
complementarios y enriquecen la idea de que los péptidos Iztli entran a las células sin

necesidad del receptor Ste2p.
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La internalizacion de los péptidos Iztli planteada en el modelo se basa en la endocitosis
del receptor y de su ligando la feromona alfa que ocurre de manera natural (Toshima y
cols., 2006). Sin embargo, se puede reconocer que el modelo no contemplaba cémo el
péptido podria llegar a la mitocondria después de su internalizacién; en la endocitosis
mediada por el receptor Ste2p, tanto la feromona como el receptor son llevadas a la
vacuola de la levadura para ser degradados (Singer y Riezman, 1990). Una posibilidad
para escapar a la degradacion es que sus propiedades anfifilicas les permitieran escapar
de los endosomas, pero ya que la internalizacién es independiente del receptor Ste2p,

sabemos que los péptidos Iztli no requieren de una liberacién del endosoma.

En nuestro grupo de investigacion desarrollaron dos modelos cinéticos de la
internalizacion de los péptidos, uno considera que existe endocitosis mediada por el
receptor y el segundo no considera la endocitosis (Figura 3 del apéndice 2). Para los
datos del escape del péptido de los endosomas y el nimero de estas moléculas
necesarias para causar muerte se hizo un estimado ajustando el numero de células
muertas tomando en cuenta los experimentos de UFC realizados. El ajuste entre los datos
observados y los calculados mostré que un modelo que supone una endocitosis mediada
por el receptor no reproduce los datos observados en las UFC, en contraste un modelo
gue no considera la endocitosis, sino la unién al receptor Ste2p, reproduce los datos de
muerte de las UFC significativamente (Figura 3B del apéndice 2). Apoyando estos
resultados en nuestro grupo de investigacion se probaron los péptidos Iztli sobre mutantes
nulas de S. cerevisiae MATa involucradas todas ellas en la endocitosis, ninguna de ellas
presentd resistencia (Figura 2 del apéndice 2), confirmando lo visto en los modelos
generados, por lo que los péptidos Iztli entran a las células de S. cerevisiae MATa de

manera independiente a la internalizacién mediada por el receptor Ste2p.
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Se ha reportado que algunos péptidos helicoidales anfipaticos penetran diferentes
membranas celulares en base a su momento hidrofébico (Milletti, 2012). EI mecanismo
por el cual penetran la membrana este tipo de péptidos se piensa que es mediante
translocacion directa la cual requiere la interaccion de los péptidos con los lipidos de
membrana mediante la interaccion de carga positiva del péptido y la negativa de los
fosfolipidos de la membrana, formando micelas invertidas (para péptidos pequefios) o
carpetas, poros toroidales o poros en forma de barril (para péptidos grandes), finalizando

en la entrada del péptidos a la célula. (Trabulo y cols., 2013)

Esto nos hace reconsiderar el modelo del mecanismo de accidn planteado, si los péptidos
entran en diversos tipos de células, ¢entonces por qué solo causan muerte en las células
con el receptor Ste2p? Lo que diferencia a las células MATa de las MATalfa ademas de la
produccién de la feromona a o alfa, es la presencia en la membrana celular de los
receptores Ste2p o Ste3p respectivamente (Herskowitz, 1988). En ambos sexos se da la
misma sefializacion que conlleva a la célula a prepararse para la fusién sexual, ocurriendo
cambios morfolégicos como el shmoo o el arresto celular (Bagnat y Simons, 2002).
Debido a que el principal cambio entre las células es la presencia del receptor Ste2p,
suponemos que alguno de los procesos activados por el receptor es la clave para causar

la muerte celular.

La sefalizacion que induce la feromona mediante el receptor se transmite por una
proteina G heterotrimérica (Figura 4-B), constituida por tres subunidades: alfa (Gpalp),
beta (Ste4p) y gamma (Stel8p). Al unirse la feromona con el receptor, el GDP unido a la
subunidad alfa cambia a GTP, interrumpiéndose la interaccion de alfa y gamma,
liberandose las subunidades beta y gamma (Slessareva y cols., 2006). Este complejo

permite a la subunidad beta unirse a la proteina Ste5p que a su vez activa a las
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MAPcinasas que inducen la transcripcion de cerca de 200 genes (Bardwell, 2005). Al ser
Stedp la siguiente proteina involucrada en la sefializacion después de Ste2p, se probaron
los péptidos en células MATa con Stedp eliminada (Figura 20), observandose que los
péptidos no causan muerte celular, indicando que la cascada de sefalizacion iniciada en
Stedp por la feromona alfa a través del receptor Ste2p es necesaria para inducir la muerte
en las células. Este dato concuerda con lo reportado por Muller en los experimentos de
las feromonas de S. cerevisiae y las células de C. glabrata en los cuales no observo
arresto celular y lo previamente reportado en mi tesis de maestria (Rodriguez Plaza,
2009) en la que observé que los péptidos Iztli no afectan a C. glabrata. Esta levadura
tiene un receptor homologo a Ste2p pero ni su propia feromona alfa ni la de S. cerevisiae
inducen ningln tipo de respuesta, ya sea arresto celular o formacion de shmoo. Asi, la
hipétesis del malfuncionamiento de la cascada de sefalizacion es congruente con estos
datos, aunque sigue sin determinarse si hay interaccién de las feromonas con los péptidos

Iztli y el receptor en C. glabrata.

Pero no solo Stedp se activa cuando la feromona interacciona con el receptor, también
Gpal se une a Vpslbp y Vps34p causando un incremento del segundo mensajero
fosfatidilinositol 3 fosfato (Ptdins 3-P) y la Gpalp promueve la translocacién de Bemlp a
los endosomas. La mutante nula de Vps34 disminuye la eficacia y la potencia de la
feromona (Slessareva y cols., 2006), Bemlp interviene en la polarizacion y morfogénesis
celular, posiblemente este involucrada en la formacion del shmoo y por eso al no
translocarse disminuye la eficacia de la feromona. Es interesante que después de tanto
tiempo de estudiar a la ruta de sefializacion de la feromona, aun hay cosas que no

conocemos acerca de ella y que aun tienen que ser investigadas.
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Sumado a estos resultados, se desarrolld6 un PI1 modificado en el extremo carboxilo
terminal, el cual esta reportado dentro del dominio de union de la feromona alfa con Ste2p
(Naider y Becker, 2004), afectando la actividad tipo feromona del péptido (P11-CO-NH,").
Este péptido mostré una actividad antifungal mucho menor al PI1 normal, requiriendo
concentraciones cuatro veces mayores a las normales (Figura 21); sin embargo al afiadir
la feromona alfa y el PI-CO-NH," en concentraciones equimolares (5 pM), observamos un
fenotipo de muerte celular (Figura 24). Estos datos confirman que los péptidos Iztli
requieren activar al receptor Ste2p para inducir la muerte de las células MATa.
Considerando los resultados de internalizacion (el PI-CO-NH," marcado con TAMRA que
también es internalizado por las células MATa, Figura 23), el mecanismo de accién
involucra al menos dos eventos: la internalizacién del péptido y la activacion de la ruta de

las MAPcinasas.

Dado que al parecer se requiere la activacion de la o las cascadas de sefalizacién de
Ste2p para que los péptidos Iztli causen muerte y que una de las respuestas mas
importantes es la induccion del arresto celular, en nuestro grupo de investigacién se
indujo el arresto de células MATalfa mediante estrés salino (Hohmann, 2002, Logothetis y
cols., 2007) y se agregaron los péptidos Iztli, causando muerte en células que antes no
eran afectadas por estos péptidos, indicando que lo que se requiere de la sefalizacién es
el arresto celular, el cual esta mediado por Stedp (Gonzélez y cols. en proceso de

publicacion).

El siguiente paso fue determinar la accion de los péptidos sobre el blanco intracelular

establecido en nuestro modelo: las mitocondrias.
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Con base en las caracteristicas de los péptidos “asesinos”, establecimos que los péptidos
Iztli al entrar a la célula actuarian sobre la membrana mitocondrial, causando que las
mitocondrias se hinchen y se alteren sus funciones, como la respiracién, provocando la
muerte tipo apoptosis por liberacion del citocromo ¢ o por la falta de energia causada al

dafar el metabolismo respiratorio.

Durante las pruebas de las propiedades antibacterianas de los péptidos Iztli
comprobamos que ocurre hinchamiento mitocondrial (Figura 17) y por las mutantes nulas
sabemos que el citocromo c, asi como el factor inductor de la apoptosis y la metacaspasa-
1 no son necesarios para que los péptidos Iztli causen muerte y al ser algunas de las
principales proteinas involucradas en la apoptosis de S. cerevisiae, la muerte debe estar

ocurriendo por otro mecanismo.

Sabemos que los péptidos inhiben la respiracion tanto de células MATa como MATalfa
(Figura 19), asi como de mitocondrias aisladas (Figura 18), sin embargo al ser este
microorganismo un anaerobio facultativo y en presencia de una fuente de carbono
adecuada (e.g. glucosa) no depende del metabolismo respiratorio para vivir, puede
obtener su energia mediante la fermentacion. La mayoria de los resultados presentados
fueron hechos con glucosa, por lo que al parecer los péptidos también afectan a las

células que fermentan.

Pero al probar los péptidos Iztli en células MATa de S. cerevisiae en un medio con un
sustrato solamente respiratorio (YPLac), curiosamente se observé que también causan
muerte, por lo que si también afectan a la fermentacion en este sustrato el dafio a la ruta
fermentativo no es necesario. En células que solo fermentan (cepa p0) (Goldring y cols.,

1970) (Goldring y cols., 1970) (Goldring y cols., 1970) (Goldring y cols., 1970) (Goldring y
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cols., 1970) (Goldring y cols., 1970) (Goldring y cols., 1970) (Goldring y cols., 1970)
debido a que carecen del DNA mitocondrial en el cual se encuentran codificadas algunas
proteinas esenciales para la cadena respiratoria (Foury y cols., 1998), los péptidos
también causan muerte de manera independiente a la ruta respiratoria en las células p0O

(Figura 27-B).

Considerando que los péptidos Iztli causan inhibicién de la respiracion, pero que también
afectan a células que solo fermentan, se midieron los niveles de etanol producidos en
células en presencia y ausencia de los péptidos (Figura 28). El etanol generado por las
células tratadas después de 10 minutos es menor en un 87 % con el generado por las no
tratadas, indicando que los péptidos Iztli también afectan el metabolismo fermentativo.
Esto sugiere dos cosas para el mecanismo de muerte de las células MATa por los
péptidos Iztli: uno, pueden inhibir tanto a la respiracién (células en YPLac) como a la
fermentacion (células p0) o a ambas (células en YPD) lo cual causa un colapso energético
en la célula que con lleva a la muerte. O dos, causan muerte por otra causa independiente
al metabolismo y el efecto es tal que puede afectar inhibiendo tanto respiracion como

fermentacion.

Por la prueba de hinchazén sabemos que los péptidos Iztli afectan a la mitocondria, lo
cual puede llevar a la liberacibn de proteinas intra-mitocondriales que podrian
desencadenar algun proceso de muerte desconocido hasta el momento; mediante la
expresion del gen heterélogo Bax se ha inducido un tipo de apoptosis independiente de
caspasas, como tal no existe ese tipo de muerte en este microorganismo debido a la
ausencia de una Bax de levadura, pero el resto de las proteinas de la via estan presentes
y se expresan, por lo que puede que se usen para otra funcién o posiblemente un tipo de

muerte celular desconocido hasta la fecha.
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Una alternativa es que los péptidos Iztli ademas de dafiar a la mitocondria, pueden afectar
a otros organelos como el nucleo o la vacuola la cuyo malfuncionamiento llevaran a la

célula a su muerte.

Modelo del mecanismo de accion de los péptidos Iztli. Los péptidos Iztli reconocen al receptor
Ste2p y activan la ruta de sefializacion mediada por Ste4p (subunidad R3), causando: arresto
celular, formacién del shmoo y concentracién de Fusl en la punta del shmoo. Los péptidos Iztli
penetran las células MATa de manera independiente al receptor Ste2p y una vez adentro de la
célula inhiben la funcion mitocondrial y la fermentacion, afectando el metabolismo energético. Esta
serie de eventos parecer inducir la muerte de la célula. La falta de genes relacionados con la
apoptosis (CYC1, AIF1, MCAL1) protege a las células MATa de la muerte inducida por los péptidos
Iztli. Estos resultados indican que el mecanismo de accién de los péptidos Iztli al matar células de
levadura difiere del propuesto para los péptidos cazador-asesinos. Para elucidar el mecanismo
molecular, sera importante en estudios futuros el determinar el o los blancos intracelulares de los
péptidos Iztli.
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8 CONCLUSIONES

Los péptidos Iztli son “asesinos”, es decir tienen actividad antibacteriana del tipo

bactericida contra E. coli DH10B.

Los péptidos Iztli mantienen las propiedades de reconocimiento celular (cazador), arresto

y formacién de shmoo de la feromona alfa.

Los péptidos Izlti al integrar las propiedades cazador y asesino en un solo dominio
funcional crearon una nueva actividad capaz de generar muerte celular en las células
MATa de S. cerevisiae a concentraciones micromolares y en porcentajes de muerte del

99%.

Los péptidos Iztli no inducen muerte en las células de S. cerevisiae que no expresan el

receptor Ste2p

El péptido Iztli 1 marcado con el fluoréforo: TAMRA es internalizado en células de S.
cerevisiae MATa y MATalfa, C. glabrata y A. nidulans, el péptido Iztli 1 marcado con
Hilyte fluor-488 también es internalizado en células de S. cerevisiae MATa y MATalfa,

ambos de manera independiente al receptor Ste2p.

Los péptidos Iztli para causar muerte a las células MATa de S. cerevisiae requieren de

activar una cascada de MAPcinasas para inducir arresto celular mediante el

reconocimiento de la secuencia de la feromona alfa y el receptor Ste2p.
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Los péptidos Iztli no causan muerte celular por apoptosis, mutantes nulas de los genes

apoptoticos: CYC1, AlIF1 y MCAL, no protegen de la muerte causada por los péptidos Iztli.

Los péptidos Iztli causan muerte a células MATa de S. cerevisiae sin importar el o los

metabdlismos activos: respiratorio, fermentativo o ambos.

Los péptidos Iztli inhiben la respiracion celular en células MATa y MATalfa.

Los péptidos Iztli causan hinchamiento e inhibicion de la respiracién en mitocondrias

aisladas.

La falta de Porlp integrante del canal mitocondrial no selectivo de S. cerevisiae evita la

muerte causada por los péptidos Iztli.

Los péptidos Iztli reducen la produccion de etanol en un 85% en células MATa de S.

cerevisiae.
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9 PERSPECTIVAS

El trabajo realizado hasta el momento nos ha permitido conocer mas acerca del
mecanismo de accion de los péptidos Iztli, confirmando o modificando el modelo
planteado. Sin embargo aln quedan partes del mecanismo que se desconocen y en las

cuales se puede trabajar.

Se conoce que los péptidos para causar la muerte de las células MATa necesitan al
receptor Ste2p por la sefializacion que induce, sin embargo no conocemos cudl de los
mecanismos que se activan es el que ayuda en la muerte celular. Se realizé un
experimento en el cual se traté con el PI1 a una coleccion de mutantes nulas, ciertos
genes involucrados en la cascada de sefializaciobn causaron resistencia a los péptidos
Iztli. Se debe comprobar que las mutantes nulas correspondan al gen, determinar a qué
nivel de la ruta de sefializacion deja de existir la resistencia y analizar qué procesos

estarian involucrados en la muerte.

Dentro de las rutas que activa la secuencia de feromona del péptido Iztli, esta el arresto
celular para el cual existe mas de una forma de causarlo, entre ellas se encuentra el
estrés salino, por lo que se esta probando el inducir el arresto mediante sales en células
MATalfa y agregar los péptidos Iztli, con la expectativa de causar muerte en un tipo de
celular que normalmente no muere, pero en el que si es internalizado el péptido y donde
si inhibe la respiracién, si se produce muerte de esta manera se comprobara que el
arresto celular es necesario para que los péptidos Iztli causen muerte y permitiria inducir

muerte en células que estan arrestadas, como lo son ciertos tipos de cancer.
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Otra de las incognitas por resolver en el modelo es conocer con qué organelos estan
interaccionando los péptidos Iztli; sabemos que afecta a las mitocondrias, pero puede
estar actuando en otros organelos. Se cuenta con los péptidos marcados con TAMRA y
H488 y existen moléculas fluorescentes especificas para marcar organelos especificos, o
se pueden usar cepas que ya tienen los organelos marcados con proteinas fluorescentes

especificas de esos organelos.

Seria interesante probar los péptidos antibacterianos en los que nos basamos para el
disefio de los péptidos Iztli (Cecropina A, Magainin 2 y Ce-Ma) en la misma cepa de E.

coli, y comparar sus actividades.

Hasta la fecha desconocemos si los péptidos Iztli actian sobre las mitocondrias debido a
la interaccién con alguna proteina de la membrana externa o si solamente forman poros
en la membrana, esta pregunta podria responderse al sintetizar a los péptidos Iztli en
configuracién D en vez de L, de esta manera el péptido seguiria siendo un antibacteriano,
el cual al probarlo en células aun seria internalizado y en caso de existir una interaccion
con alguna proteina de la mitocondria la conformaciéon en D la impediria dandose la
respiracién de manera normal y evitando la muerte en caso de que solamente sea la
mitocondria el Unico blanco intracelular; en el caso de que siguiera ocurriendo la muerte
de la célula, pero se inhibiera la respiracién esto indicaria que hay otro blanco de los

péptidos Iztli dentro de la célula.
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10 APENDICES
Apéndice 1. Articulo publicado

75



76



7



78



79



80



81



82



83



Supporting Online Material for

Moonlighting peptides with emerging function

Jonathan G Rodriguez Plaza, Amanda Villalén Rojas, Sur Herrera, Georgina Garza-Ramos,
Alfredo Torres Larios, Carlos Amero, Gabriela Zarraga Granados, Manuel Gutiérrez
Aguilar, Maria Teresa Lara Ortiz, Carlos Polanco Gonzalez, Salvador Uribe Carvajal,
Roberto Coria, Antonio Pefia Diaz, Dale E. Bredesen, Susana Castro-Obregon, Gabriel del

Rio”

*To whom correspondence should be addressed. E-mail: gdelrio@ifc.unam.mx

This document includes
Supplementary Materials and Methods

Supplementary References
Supplementary Figures

84



I. Materials and Methods
I.1 Measuring Bacterial viability

The samples were prepared using the same procedure to determine antibacterial activity.
However, instead of recording the O.D. in the microplate reader, 5 pL samples of the cells
incubated in the presence of the peptides were taken at 0, 6, 12, 18 and 24 hours. These
samples were diluted 10* 10°, 10°, 10° and 10° times respectively, and 5 pL were plated in
LB agar plates incubated at 37° C. After 24 hrs the number of colonies were counted for
each sample.

I.2 Mitochondria isolation

Mitochondria were obtained as described before [1]. Briefly, yeast was incubated in YPD
preculture medium for 24 h at 30° C, with agitation at 250 rpm, then the cells were cultured
in YPlac at 30° C for 24 h at 250 rpm to improve respiration. Cells were collected and
washed twice by centrifugation. The cells were suspended in cold isolating medium (5 mM
MES, 0.6 M mannitol, 0.1% bovine serum albumin; the pH was adjusted to 6.8 with
triethanolamine). The cells were disrupted into a Bead-Beater cell homogenizer (Biospec
Products, USA) with 0.5 mm diameter glass beads, using three pulses of 20 seconds
separated by 40 seconds intervals. After homogenization, mitochondria were isolated by
differential centrifugation. The final mitochondrial pellet was resuspended in 500 pL ice-
cold isolation medium. Protein concentration was determined by the Biuret method [2].

I.3 Toxicity against primary cultures of human cells

Human foreskin fibroblasts (HFF) cells were grown in high glucose DMEM (Invitrogen,
Carlsbad, CA) supplemented with 10% fetal bovine serum (Sigma, St. Louis, MO) and
penicillin/streptomycin 100 U/ml (Invitrogen, Carlsbad, CA). The cultures were incubated at
37°C in 95% air and 5% carbon dioxide with 95% humidity. After 24 hr of plating, 15 micro
liters of a stock solution of each peptide was added and 72 hr later cell viability was
estimated using the LIVE/DEAD cytotoxicity kit (Molecular Probes L-3224, Invitrogen,
Carlsbad, CA) according to manufacturer instructions (4 uM Eth D-1 and 2 uM calcein AM
were used). The esterase substrate calcein AM gives a green fluorescent product when
hydrolyzed; therefore, cells stained green have esterase activity and consequently an
intact membrane capable of retaining the esterase product. Ethidium homodimer-1, an
impermeable dye that binds DNA, enters only into compromised cellular membranes
commonly observed in death cells.

Stock solutions of the different peptides were prepared with the following concentrations:
PH(Cecropin)1=4 mg/mL, PH(Magainin)1=4 mg/mL, PH(CeMa)l=4 mg/mL, IP1=4.8
mg/mL, IP2=4.8 mg/mL, PH(SCAP*)1= 4 mg/mL, PH(SCAP*)2= 4 mg/mL, PH(SCAP*)3=
12 mg/mL, PH(SCAP*)4= 12 mg/mL, PH(SCAP*)5= 20 mg/mL, PH(SCAP*)6= 12 mg/mL.
These concentrations were chosen to be at least 3 times higher than the detected MIC for
each peptide. All these concentrations are the dry weight of each peptide.

Images were taken on a Nikon Eclipse TE300 fluorescence microscope from
representative fields. Each peptide was tested in two independent assays, each performed
in triplicates.

I.4 Predicted physicochemical properties of peptides

85



Three properties were predicted for every sequence peptide analyzed in this study:
predicted isoelectric point, hydrophobic moment and AGADIR score. We have coded a
program in Fortran77 to perform these calculations (but AGADIR) to facilitate the
systematic calculation of these properties. The isoelectric point was calculated based on
the following formula:

2i=10..130(

pH =i/10;

Qtotal = Hi/ (1+10(pH-6.5)) + Ki/ (1+10(pH-10.79)) + Ri/(1+10(pH-12.5)) + 1/ (1+10(pH-
8.56)) — [Ci/ (1+10(8.3 -pH)) + Di/(1+10(3.91 -pH)) +Ei/ (1+10(4.25 -pH)) + Yi/ (1+10(10.95
-pH)) + 1/(1+10(3.56 -pH))];

IF (-1/10 < Qtotal < 1/10) THEN pl = pl + pH; i = i+1;

)

where Ci, Di, Ei, Hi, Ki, Ri and Yi are the number of time the amino acids Cystein, Aspartic
acid, Glutamic acid, Histidine, Lysine, Arginine and Tyrosine are found in each peptide
sequence, respectively. pl is the calculated isoelectric point.

The helical hydrophobic moment was calculated as described previously [3] based on the
formula described by Eisenberg and collaborators [4] for the hydrophobic moment plot.

I.5 Computer screening of peptides matching physicochemical properties of known
SCAPs

Two strategies were developed for this purpose. In one strategy, in silico libraries of
peptides were generated to reproduce the observed physicochemical properties of a
known SCAP, namely Cecropin A, Magainin 2 or a hybrid of Cecropin and Magainin here
referred to as CeMa (see Table S2). A peptide sequence was considered to reproduce the
predicted isoelectric point of a known SCAP if the values differ in no more than 2%. For
instance, the predicted isoelectric point values differing in no more than 0.28 units of pH
were considered similar. In the case of the helical hydrophobic moment, a peptide
sequence was considered to reproduce the observed hydrophobic moment of a known
SCAP only if they have the same value with centesimal precision. This decision was based
on the observed distribution of these physicochemical properties (see Figure S15). That is,
while almost all possible values for the hydrophobic moment are found in peptide
sequences, only few predicted isoelectric values are found in peptide sequences. Finally,
peptides differing in less than 1 unit of AGADIR score were considered to have the same
AGADIR score.

In another strategy, an in silico library of peptides was produced by fragmenting the
Cecropin A or Magainin 2 into peptides of length 8 or 12, in order to identify those having
the range of physicochemical properties characteristic of known SCAP (del Rio y cols.,
2001): 10.8-11.7 for the predicted isoelectric point, 0.4-0.6 for helical hydrophobic moment
and an AGADIR score less than 10.0.

1.6 Measuring fungal viability

The samples were prepared using the same procedure as for the determination of
antifungal activity. However, instead of recording the O.D. in the microplate reader, 5 uL
samples of the cells incubated in the presence of the peptides were taken at 0, 6, 12, 18
and 24 hours. These samples were diluted 10?, 10°, 10*, 10* and 10* times, respectively,
and 5 pL were plated in YPD agar plates incubated at 30° C. After 36 hrs the number of
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colonies for each sample were counted.

1.7 Identification of critical genes involved in the Iztli peptides activity

The cultures were prepared as in the antifungal activity assay described before (see
above). To identify the strains lacking a gene required to inhibit in at least 50% the normal
growth of the cells, the area under the growth curve (AUC) was calculated using software
designed ad hoc in our laboratory. Thus, the ratio of the AUCs of the cells in the absence
and in the presence of the peptide was determined; any strain rendering a ratio value
between 1.0 and 2.0 was considered to carry a deletion of a critical gene.

1.8 Generation of p0 strains of Saccharomyces cerevisiae

A colony of S. cerevisiae was grown in 2 mL of CSM (Complete Supplement Mix) medium
with 5uL of ethidium bromide (Stock solution: 10 mg/mL, sterilized by filtration) at 30° C for
2 days. A sample of 10 uL of this culture was added to 2 mL of new CSM medium with 5
pL of ethidium bromide and incubated at 30° C for 2 days. 10 pL of the culture were
streaked in a YPD plate and incubated at 30° C by 36 hours. A colony was streaked in a
new YPD plate and incubated at 30° C for 36 hour. To verify the phenotype the plate was
replicated with velvet in YPD and YPEG (3% glycerol, 3% ethanol) plates.

1.9 Mitochondrial respiration

Oxygen consumption of isolated mitochondria exposed to the Iztli peptides was measured
using a YSI model 5300 Oxygraph (Yellow Springs Instrument Co. USA) equipped with a
Clark electrode in a 1 mL water jacketed chamber (at 30° C). Such experiments were
designed to determine the respiration of mitochondria in its coupled state (state IV). The
oxygraph was interfaced to a PC with a voltmeter MUL-600 (Steren, México). Mitochondria
(0.5 mg protein/mL) were added to a reaction mixture containing 0.6 M mannitol, 5 mM
MES, pH 6.8 (adjusted with triethanolamine), 20 mM KCI, 0.5 mM MgCl, 4 mM Phosphate.
Substrate was ethanol 5 pL/mL. Stock solutions were 2.0 M KCI, 1.0 and 1 M Pi-Tris, pH
6.8. CCCP (Carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone, 5mM) was used to probe that the
mitochondrial oxidative phosphorylation coupling, that is, to test for complex IV state.
Oxygen consumption was recorded in the absence of peptides for 30 seconds to
determine the basal respiration rate of intact mitochondria. After that, the peptides were
added at the final concentrations indicated in Figure S9. A zero slope indicates inhibition of
the respiration.

1.10 Crystallization and crystal diffraction of Iztli peptides

To obtain stable crystals of the Iztli peptides multiple crystallization solutions were tested
using the General Screen HT kit (Hampton Research, USA). The peptide was dissolved at
a concentration of 32 mg/mL. Crystals were obtained using ammonium sulfate 0.5 M,
sodium citrate 100 mM pH 5.6 and lithium sulphate 1 M at 30° C. Crystals were frozen at -
173° C with a lithium sulfate 2 M solution. To solve the atomic structure of the Iztli
peptides, methionine in the 18th position of Iztli peptide 2 was replaced by a
selenomethionine. Data collection was performed at the Life Sciences Collaborative
Access Team (LS-CAT) 21-ID-F beamline at the Advance Photon Source (APS) in
Argonne, IL, USA. Data processing and integration was performed with XDS (SigAno=
2.644 of the SeMet dataset from the useful range of 60 to 3.4 A resolution) [5] and
MOSFLM [6] and reduced with SCALA [7]. Phases were obtained with the SHELXD
program (University of Gottingen, Germany) with the support of Prof. George M. Sheldrick
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from Gottingen University. We were not able to refine the molecular model obtained (Rfee
stuck at 49.49%) due to a crystal-twinning problem (twin fraction of 0.326). The electron
density is extremely poor and it does not allow us to assign the peptide sequence
unambiguously (see Figure S7 and Table S3). We are however confident in the alanine
molecular model that we were able to provide, as we obtain a molecular replacement
solution using PHASER [8] with high Z-scores using the native data (Z-scores for the
rotation and translation functions, respectively: 5.9 and 12.9, using the solution with 4
helices in the asymmetric unit obtained from the SeMet derivative).

.11 NMR spectroscopy

All NMR spectra were recorded on a 700 MHz Varian VNMR-S spectrometer equipped
with a cryogenically-cooled triple resonance pulsed field gradient probe at the LANEM, in
Cuernavaca Mexico. Two-dimensional NMR spectra, NOESY (mixing time 200 ns) and
TOCSY (mixing time 75 ms) of the IP2 were recorded in H,O and 80% TFE at 298K. All
spectra were composed of 8192 complex points in the direct dimension and 1024 complex
points in the indirect dimension. All data were processed and analyzed with NMRPipe [9]
and CARA [10].

Il. Design of Izlti Peptides

Iztli peptides are the result of adding a selective antibacterial activity to the a-pheromone;
thus, here we describe how to obtain peptides capable to display selective antibacterial
activity. We have previously shown that a group of cationic antibacterial peptides (CAPS)
display selective action against bacteria. Selective refers to the ability of these peptides not
to be toxic to human cells at least at the minimum inhibitory concentration displayed in
bacteria. Thus, selective antibacterial peptides here are referred to Selective Cationic
Antibacterial Peptides or SCAPs.

Our approach is based on the notion that physicochemical properties determine the
SCAPs activity. Thus, any peptide sequence sharing similar physicochemical properties
values to known SCAPs may also display SCAP activity (see Figure S10). We refer to
these peptides as physicochemically homologous.

To test this idea, two approaches for de novo design of SCAPs pharmacophores
mimicking the possible mechanisms for the emergence of new genes in nature were used:
from pseudo-genes [11] and from highly repetitive sequences [12]. In the last case, we
used repeats of Lysine and Leucine residues (see Figure S10, Library 1); in the first case,
we used the a-pheromone from S. cerevisiae (see Figure S10, Library 2) because it does
not have the characteristic physicochemical pattern of SCAPs (see Table S2) nor has any
detectable antibacterial activity (see Table S2).

II.1 Peptide nomenclature

We assumed the following nomenclature: any peptide designed by physicochemical
homology is named using the prefix PH (Physicochemically Homologous), followed by the
name of the parent SCAP in parenthesis (in this case, Cecropin A, Magainin 2, CeMa or
SCAP* for peptides designed based on every known SCAP), and an integer number. For
instance, PH(Cecropin)1 refers to the peptide numbered 1, physicochemically homologous
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to Cecropin A. In the case where the SCAP was built from an existing peptide (i.e., a-
pheromone), the name starts with the name of the existing peptide followed by the PH
nomenclature; e.g. alpha-pheromone-PH(Cecropin)l refers to a peptide labeled 1
designed from the a-pheromone that matches the physicochemical properties of Cecropin.
For simplicity, alpha-pheromone-PH(Cecropin)l and alpha-pheromone-PH(CeMa)l are
referred in the main text of this work as Iztli peptide IP1 and IP2, respectively.

1.2 SCAP from Library 1

This library included peptides of 9, 10 and 11 residues, with a total of 2° + 2% + 2! =
512+1,024+2,048=3,584 different peptide sequences. From this library only 1 peptide of
length 9 matched the properties of Magainin 2, 1 peptide of length 10 matched the
properties of Cecropin A and 1 peptide of length 11 matched the properties of the CeMa
peptide (see Table S2). These 3 peptides (PH(Cecropin)1, PH(Maginin)1 and PH(CeMa)1;
see section Il.1 for the rationale on the nomenclature of these peptides) were chemically
synthesized and experimentally tested showing antibacterial activity (see Table S2). The
toxicity against human cells of peptides PH(Magainin)1 and PH(CeMa)l was tested; as
shown in Figure S11, peptide PH(CeMa)l formed some precipitates and consequently the
cells did not look healthy, but none of the peptides induced cell death detectable by
Ethidium homodimer-I staining, and had intact plasma membrane after 72 hr of exposure.

1.3 SCAP from Library 2

An in silico library was developed that added up to 6 amino acids on each end of the a-
pheromone. This library contained a total of 344,857,923 peptide sequences (peptide
library’s size = 3 (19i)*(i+1); where i: number of amino acid residues included to the a-
pheromone on either extreme; 1,2,3...6). From these, 30 sequences matched the
predicted physicochemical values of Cecropin A or CeMa (no matches were found with
Magainin 2), and 2 groups were observed based on their sequence similarity (see Figure
S12). One peptide sequence from each group was synthesized and experimentally tested
for antibacterial activity and toxicity against human cells. We found that peptides IP1 and
IP2 presented anti-bacterial activity (see Table S2) and no toxicity against human cells
(see Figure S13).

1.4 SCAP from Control Library

A library was generated from Cecropin A and Maginin 2 as a control. In this control library,
Cecropin and Magainin 2 were fragmented into peptides of 8 to 12 amino acids and new
cationic and amphipathic peptides were identified with values of physicochemical
properties that are not present in known SCAP. For instance, a peptide may be found in
this control library that has a hydrophobic moment value (e.g., 0.49) within the observed
range of values found in the known SCAP (0.40-0.60), but that particular hydrophobic
moment value is not found in any known SCAP (e.g., 0.43, 0.44, 0.56). Note that the length
of these peptides include the lengths of those designed from library 1 with SCAP activity
(i.e., PH(Cecropin)1, PH(CeMa)l and PH(Magainin)1); such small peptides are unlikely to
form helical structures and thus it is possible to expect that any cationic and amphipatic
peptide of these lengths would have SCAP activity. Six peptides were detected using this
approach (see Table S2 for peptides named PH(SCAP*)1..6). None of these peptides
showed any significant antibacterial activity (see Table S2) and none were toxic against
human cells (see Figure S14).

I1.5 Distribution of physicochemical properties
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We systematically explored the values of two physicochemical properties of every peptide
with 8 amino acid residues (20® = 2.56x10"" peptide sequences). Note that our results so
far included the use of three properties. However, here we did not use the AGADIR score
because we noticed in a random sampling of small peptides (9 residues long), that
AGADIR score is always within the range of known SCAP (data not shown). We observed
that not every combination of physicochemical values is possible (Figures S15A and
S15B). Thus, we considered that any two peptide sequences share identical
physicochemical properties values when a) the predicted isoelectric point differ in no more
than 2% and b) the predicted hydrophobic moment have the same value with centesimal
precision. Finally, peptides differing in less than 1 unit of AGADIR score were considered
to have the same AGADIR score.
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Supplementary Figures

Supplementary Figure 1. Screening for resistant genes to Iztli peptides.

The area under the curve (AUC) for each strain of S. cerevisiae (BY4741) harboring a
gene deletion (referred by the ORF name) tested against IP1 (10 mM) was calculated and
charted. The AUC control (0.09) is the value of the IP1 (10 mM) against S. cerevisiae WT
(BY4741).

Supplementary Figure 2. Antifungal activity of Iztli peptides mutated in the
recognition sequence. The activity of Iztli peptide 1 mutated in: His8Ala @ (2 mM)
GlyllAla A (2 mM), Prol4Ala ¥ (2 mM), Glyl5Ala ¢ (2 mM) and Tyr19Ala * (2 mM)
were tested against S. cerevisiae (BY4741), as a control the original IP1 B (2 mM) was
used.
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Supplementary Figure 3. Secondary structure prediction of Iztli Peptides. The
SOPMA method was used to generate the image presented [35]. Predictions were
generated using the default parameters for SOPMA. Iztli peptides have a larger propensity
to form an alpha-helix at the N-terminus and random coil at the C-terminus.

Supplementary Figure 4. Circular dichroism of Iztli peptides. Far-UV CD spectra of
IP1 (A), IP2 (B), IP3 (C) and IP4 (D) in water (open symbols) or 50% TFE (closed symbols)
are shown. The CD spectra were recorded at 25uC using 0.3 mg/mL (158 mM) of each
peptide.
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Supplementary Figure 5. Antifungal and antibacterial activity of IP2-SEM. The activity
of the seleno methionine derivate of IP2 wastested against A) S. cerevisiae (BY4741),
IP2SEM P (10 uM), using like controls YPD without peptide [ and IP2 X (10 uM) and B)

E.coli (DH10B), IP2SEM P (17 uM), like controls were used LB without peptide (1 and IP2
X (17 uM).

Supplementary Figure 6. Asymmetric unit of the crystal structure of Iztli peptide 2.
The crystal structure of 1ztli Peptide 2 was solved at 3.4 A ° resolution. Only the alpha-
Carbon atoms are presented. The asymmetric unit contains 4 monomers between 11 and
15 residues, each presented as a ribbon of different color.
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Supplementary Figure 7. View of the experimental electron density map. Crystal
structure of the SeMet derivative Iztli peptide 2. The map is represented as a blue mesh,
contoured at 1.4 r.m.s.d.

Supplementary Figure 8. NMR data of IP2. Expanded region of an overlay of 2D-TOCSY
(black) and 2D-NOESY (red) spectra of IP2 in H20 a) and 80% TFE b), illustrating the
effect of TFE in the inter-residues NOEs cross-peaks. An increase in the number of inter-
residues NOEs cross-peaks in 80% TFE is observed and indicated by Arrows and one-
letter code for the corresponding amino acid residues. The spectra were recorded on a
700 MHz Varian at 298 K.

94



Supplementary Figure 9. In vivo mitochondrial effect by Iztli peptides. Oxygen
consumption of isolated mitochondria of S. cerevisiae (BY4741) was measured in
presence of Iztli peptide IP1 B (58 uM) added 80 second after the start of the tracing; as
an indicator of respiratory control, CCCP (1 mM final concentration) was added after 180
seconds. For these experiments we used YPD medium without peptide [, alpha-
pheromone A (10 uM) and fIP1 < (100 uM) as controls. Iztli peptides IP2, IP3 and IP4
showed a similar effect on mitochondria than IP1. The experiments were repeated three
times and the image shows one representative result

Supplementary Figure 10. De novo design strategy for selective antibacterial
peptides. The strategy described in this work for designing new selective antibacterial
peptides is summarized in the figure as follows: a) The data needed for designing SCAP is
indicated on top of the scheme. The arrows indicate the relationships between these data:
the calculated physicochemical properties of known SCAP are compared with those of
peptide sequences generated in silico. b) The specific data used in this study are in the
middle of the scheme, that is, the calculated physicochemical properties (AGADIR score,
isoelectric point and hydrophobic moment) of Cecropin and Magainin were compared with
those obtained from libraries derived from KL and the alpha-pheromone. c) The new SCAP
obtained are indicated at the bottom of the figure (Physicochemically homologous
peptides).
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Supplementary Figure 11. Selected designed SCAP from library 1 arenot toxic on
HFF cells. The viability of human foreskin fibroblasts (HFF) cells in the presence of water
(control), the IP1 and IP2 peptides for 72 hrs are shown. The image shows the living cells
stained in green and dead cells stained in red. The images were generated using a
magnification of 20X.

Supplementary Figure 12. Dendogram of designed SCAP obtained from library 2.
The 30 peptide sequences derived from the apheromone from S. cerevisiae that were
identified as potential SCAP are shown in a dendogram. Each peptide sequence is
presented as a node leaf in this representation.
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Supplementary Figure 13. Designed SCAP from library 2 are not toxic on HFF cells.
The viability of human foreskin fibroblasts (HFF) cells in the presence of the IP1 or IP2
peptides is shown. The image shows the living cells stained in green and dead cells
stained

in red. The images were generated using a maghnification of 10X.

Supplementary Figure 14. Amphipathic and cationic peptides (control peptides) are
not toxic on HFF cells. The viability of human foreskin fibroblasts (HFF) cells in the
presence of water and the PH(SCAP*)1, PH(SCAP*)2, PH(SCAP*)3, PH(SCAP*)4,
PH(SCAP*)5 and PH(SCAP*)6 peptides are shown. The images were taken 72 hrs after
peptide addition (see Methods). The image shows the living cells stained in green and
dead cells stained in red. The images were generated with a magnification of 106for
PH(SCAP*)1 and PH(SCAP*)2; 206for the rest of the peptides.
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Supplementary Figure 15. The physicochemical space of peptides. The frequency of
predicted values observed in every peptide of length 8 (208 peptides) for A) Isoelectric
point and B) hydrophobic momento are displayed. Note that in A) several pH values are
not populated (i.e., these have a discrete distribution), while in B) every possible value of
hydrophobic moment is found (i.e. these exhibit a continuous distribution).

Supplementary Figure 16. Quality control of Iztli peptides by HPLC. ANASPEC Inc
tested each one of the four Iztli peptides reported in this study: A) IP1$95% purity. B)
IP2.95% purity. C) IP3.95% purity. D) IP4.95% purity.

Supplementary Figure 17. Quality control of Iztli peptides by mass spectrometry.
The molecular weight of the four Iztli peptides was determined by ANASPEC Inc. using

mass spectrometry: A) IP1: 2490.6 g/mol. B) IP2: 2501.9 g/mol. C) IP3: 2576.6 g/mol. D)
IP4: 2485.9 g/mol.
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Supplementary Table S1. S. cerevisiae strains

Strain Genotype Strain Genotype

BY4741 MATa his3A1 leu240 BY4742 MATa his3A41 leu240

met1540 ura340 lys2 40 ura340
BY4741 MATa atgl1A BY4741 MATa pep4A
BY4741 MATa aytlA BY4741 MATa porlA
BY4741 MATa bre2A BY4741 MATa psr2A
BY4741 MATa cms1A BY4741 MATa sawlA
BY4741 MATa cox17A BY4741 MATa seolA
BY4741 MATa cyc3A BY4741 MATa sir4 A
BY4741 MATa deplA BY4741 MATa snclA
BY4741 MATa dnml1A BY4741 MATa snf7A
BY4741 MATa drs2A BY4741 MATa spo7A
BY4741 MATa elm1A BY4741 MATa spo75A
BY4741 MATa erv46 A BY4741 MATa ste20A
BY4741 MATa frt2A BY4741 MATa ste4A
BY4741 MATa funl14A BY4741 MATa swc3A
BY4741 MATa gat3A BY4741 MATa swd1A
BY4741 MATa isa2A BY4741 MATa syn8A
BY4741 MATa mhtlA BY4741 MATa ubr2A
BY4741 MATa ntglA BY4741 MATa uip3A
BY4741 MATa nup60A BY4741 MATa uthlA
BY4741 MATa oye2A

Supplementary Table S2. Designed selective antibacterial peptides

PH(Cecropin)1 KKLKLLLKLL 11.3 0.44 10 ND

PH(Magainin)1 LKKLLKLLL 1.1 0.56 40 >120

PH(CeMa)1 [CKKLKLLLKLL 113 0.43 30 >90

PI KFLNRFWHAWLQLK  11.1 _ 0.44 20 >36
PGQPMY

P2 RRLKDFWHWLQLK 11.1 _ 0.44 20 >36
PGQPMY

PH(SCAP?)T KWKLFKKI 113 0.50 153 >460

PH(SCAP*)2 GKFLHSAK 10.8 _ 0.42 >300 >500

PH(SCAP)3 KFLHSAKK 1.1 0.45 >300 >500

PH(SCAPH4 FLHSAKKF 10.8 _ 0.57 >300 >500

PH(SCAP*)5 HSAKKFGK 111 0.40 >300 >500

PH(SCAP*)6 GKFLHSAKKFGK 11.3 0.45 >300 >500

Cecropin A KWKLFKKIEKVGQN  11.2 0.44 0.1(* >50 (*
IRDGIIKAGPAVAV
VGOQATQIAK

Magainin 2 GIGKFLHSAKKFGK  10.8 0.56 16 () >170 (%)
AFVGEIMNS

CeMa KWKLFKKIGIGAVLK 11.4 0.43 0.1(9 > 1000 (%)
VLTTGLPALIS

Alpha-Pheromone  WHWLQLKPGQPMY 9.55 0.27 >18 ND

99



SCAPs designed in this study are presented indicating their names, sequence, predicted
isoelectric point (IP) and helical hydrophobic moment (HM). The observed minimum
inhibitory concentration for bacteria (MIC) and human cells (Toxicity) are indicated. For
comparison, the SCAP used to match their physicochemical properties (cecropin,
magainin, CeMa) and the a-Pheromone are shown at the bottom of the table. Note that
several of these peptides did not show any toxicity against bacteria or mammalian cells
(i.e., PH(SCAP*)1..6 and the a-Pheromone), therefore the corresponding concentration for
the MIC or toxicity are preceded with “bigger than” symbol (>), indicating that possible toxic
concentrations should be larger than those tested in this study. ND: not determined. (*)
Data obtained from (del Rio y cols., 2001). See section II.1 in this supplementary material

for the rationale on the nomenclature of these peptides.

Supplementary T able S3. X-ray data collection and refinement statistics

V alues in parentheses are for the last resolution shell

Parameters Values

Data collection statistics Native SeMet

Space group P3,12 P3,12

Unit cell dimensions

a, b, ¢ (A) 37.1, 37.1, 96.6 37.5 37.5, 96.3
a, B, y angles (degrees) 90.0, 90.0, 120.0 90.0, 90.0, 120.0
Resolution range (A) 48.3-2.2 (2.32-2.20) 48.1-3.0 (3.17-3.00)
No. of reflections 14,444 (1,570) 27,068 (3,681)
No. of unique reflections 3,635 (524) 1,658 (229)

Data completeness (%) 90.9 (90.7) 99.2 (98.5)
Rsym (%) 2.3 (22.2) 3.8 (9.5)

l/o 1.7 (3.4) 12.6 (7.9)
Mn(l)/sd 22.3 (3.8) 53.2 (23.3)

No. of peptides in asymmetric unit 4 4

Wilson B-factor (A?) 59.8 84.2

100



Supplementary Table S4. Percentage Peak Area reported by ANASPEC Inc. using High-
performance liquid chromatography (HPLC) for the four Iztli peptides.

Peptide | Peak | Ret Time Area Height Area
# (min) [mAU*sec] [mAU] %
IP1 1 12.207 52.042 7.500 1.4917
2 12.418 3352.167 607.768 96.0871
3 12.732 84.468 7.431 2.4212
IP2 1 19.78 266.1 13.1 0.9
2 20.41 2788-> 946.1 99.1
IP3 1 24.03 9142.2 1214.7 99.3
2 24.76 61.1 9.4 0.7
IP4 1 19.16 197.0 6.5 1.6
2 19.55 1207-> 519.3 98.4
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Running title: Functional redundancy of CPPs and CAPs

Keywords: cellular membrane, electrophysiology, computational modeling, functional redundancy

Background: Iztli peptides (IP) are a new class
of antibacterial peptides that could be
internalized by receptor-mediated endocytosis in
yeast.

Results: IP-1 penetrates cells independently of
endocytosis and makes pores in membranes with
large electric potential.

Conclusions: Antibacterial peptides like IP-1
may have the ability to penetrate cells
independent of endocytosis.
Significance:  Antibacterial
penetrating activity are
bacterial infections.

peptides  with
robust to control

SUMMARY

Cell penetrating peptides (CPP) and cationic
antibacterial peptides (CAP) have similar
physicochemical properties and yet, it is not
understood how such similar peptides display
different activities. To address this question,
we used lztli peptide 1 (IP-1) since it has both
CPP and CAP activities. Combining
experimental and computational modeling of
the internalization of IP-1, we show that this
is not internalized by receptor-mediated
endocytosis, yet it permeates into many
different cell types, including fungi and
human cells. We also show that IP-1 makes
pores depending on the electrical potential of
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the targeted membrane: IP-1 makes pores in
the presence of high electrical potential at the
membrane, such as those found in bacteria
and mitochondria. These results provide the
basis to understand the functional
redundancy of CPPs and CAPs.

Hunter-killer peptides (HKPs) combine
two activities: a ligand peptide (hunter sequence)
and a cationic antibacterial peptide (killer
sequence) (1). HKPs were designed to
selectively induce cell death of target cells; such
design is aimed to eliminate undesired tissues in
an organism. Indeed, HKPs have been applied
successfully to treat cancer (2) and obesity (3) in
animal models. The mechanism of action of
these peptides proposes that the hunter sequence
recognizes a receptor on the cell’s surface and
upon binding the hunter sequence may be
internalized by receptor-mediated endocytosis
carrying with it the killer sequence. Inside the
cell, the killer sequence targets mitochondria,
which share similar structure with bacteria, to
destabilize their membrane and ultimately
induce apoptosis (4).

The ability to deliver macromolecules
inside cells is important both in academic
research as well as in biotechnological
applications, such as drug delivery and gene
therapy (5). Chemical and physical methods



have been developed to deliver cargo molecules
inside cells. These methods, e.g. electroporation,
and cationic lipids/liposomes, have been shown
to deliver hydrophobic macromolecules, yet
these induce cellular side effects and are limited
to in vitro applications (6). Cell Penetrating
Peptides (CPPs) overcome some of these
limitations and HIV-Tat, penetratin, transportan,
and octa-arginine among others represent
extensively studied CPPs (7). Many CPPs are
able to deliver themselves, small cargo and
relatively large macromolecules directly across
the cellular plasma membrane (8).

Understanding the penetrating
mechanism of CPPs is important to controlling
the delivery of macromolecules by CPPs. In this
sense, HIV-Tat and nona-arginine peptides have
been shown to be internalized by endocytosis
(9), yet other CPPs use an energy-independent
mechanism of internalization (5). Despite such
difference common features exist; for instance,
most CPPs do not show any cell specificity, are
amphipathic and present a net positive charge
(10). Relevant to this work is that Cationic
Antibacterial Peptides (CAPs), like the ones
used in HKPs, are also amphipatic and cationic
(11). It is not clear though, how peptides with
similar physicochemical features such as CPPs
and CAPs can perform two distinct functions:
CPPs penetrate eukaryotic cells without any
apparent toxicity and CAPs kill bacteria. Given
their similar physicochemical properties the
explanation to this functional difference may
reside in the target cell and not in the peptide
itself. If so, CPPs may work as CAPs in the
presence of bacterial cells. In agreement with
this idea, several CPPs have been shown to have
antibacterial activity (12,13). Furthermore, given
that CPPs and CAPs act on cellular membranes,
it can be assumed that these membranes
modulate their functions. In terms of the
mechanism of action proposed for the interaction
with cellular membranes, CAPs are able to make
pores by 'barrel-stave', ‘carpet' or 'toroidal-pore’
mechanisms (14); such pores ultimately end up
killing bacterial cells. On the other hand, CPPs
cross eukaryotic cellular membranes without
making pores. To the best of our knowledge,
there is no evidence that may explain how a
cellular membrane may switch a CPP to become
a CAP.

We have recently described a new class
of HKPs (15): Iztli peptides (IPs). IPs are CAPs
that harbor a hunter sequence (see Figure 1). To
study the mechanism of action of these peptides,
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IPs were designed to target Saccharomyces
cerevisiae using the alpha-pheromone as the
hunter sequence; only mating type A (MATa)
cells expressing the receptor for the alpha-
pheromone (Ste2p) would be killed by the action
of IPs. Indeed, four IPs (IP-1, IP-2, IP-3 and IP-
4) sharing the same pheromone sequence but
differing in 6 residues at the N-terminus were
shown to have antibacterial activity, to swell
mitochondria, to induce the pheromone response
pathway and only MATa cells expressing the
Ste2p receptor were Killed by IPs (15). However,
this cannot be taken as evidence for cellular
uptake via Ste2p.

In the current work, we study the
mechanism of internalization of IP-1 at
concentrations required to Kill cells. Our results
indicate that IP-1 is internalized into many cell
types in absence of receptor-mediated
endocytosis, yet binding to the receptor is
relevant for the killing. We also show that IP-1
form pores only in the presence of high electric
potential values. The relevance of our findings is
discussed in terms of the biological and
biotechnological advantage of multi-functional
peptides, such as IPs.

EXPERIMENTAL PROCEDURES
Strains and peptides

The strains used in this study were:
Saccharomyces cerevisiae BY4741 (MATa
his341 leu240 met1540 ura340),
4did4::kanMX, Aypt7::kanMX,

Arvs161::kanMX, Apep5::kanMX,
Ayckl::kanMX and Ayck2::kanMX; BY4742
(MATa  his341  leu240  1ys240  ura340)
purchased from OpenBiosystems (USA),
Candida glabrata CGM99
(Ura3D::Tn903(G418%), Trp  1D)  and
Aspergillus nidulans CLK43; these last two were
kindly provided respectively by Dra. Irene
Castafio (IPICYT, San Luis Potosi, Mexico) and
Dr. Jesus Aguirre Linares (IFC, UNAM,
Mexico). See Table 1 for a detailed list of the
cell lines used in this study.

For the electrophysiological experiments
1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-
phosphocholine (POPC) dissolved in chloroform
and powdered cholesterol (chol) were purchased
from Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL) and
stored in the dark at - 20 °C. Potassium chloride
(KCI, ACS grade) and calcium chloride (CaCl,,
ACS grade) were purchased from Merck
(Naucalpan, Mexico). All organic solvents were
ACS grade and were purchased from J. T. Baker



(Xalostoc, Mexico). Borosilicate  glass
capillaries were obtained from World Precision
Instruments (Sarasota, FL). Praxair (Cuernavaca,
México) supplied high-purity nitrogen gas.

The mating pheromone o-factor from S.
cerevisiae was purchased from Sigma-Aldrich
(catalog number T6901). Anaspec, Inc. produced
the Iztli peptide 1 (IP-1) and IP labeled with
Hilytefluor 488, while TAMRA-IP-1 was
synthesized in the group of Dr. Rudolf VVolkmer
at the hospital Charite, Berlin, Germany. See
Table 2 for the sequences of the peptides used in
this study.

Measuring the cell death induced by Iztli
peptide 1

An early stationary culture for every
assay was obtained from a single colony of
BY4741 and every endocytosis null-mutant
grew overday in YPD medium (yeast extract 1
%, peptone 2 %, glucose 2 %). These cultures
were used to inoculate a fresh YPD medium to
reach a 0.03 O.D. in a total volume of 200 pL.
BY4741 strain was tested against TAMRA-IP-1
(62.9 uM) or Hilytefluor 488-1P-1 (26.9 uM)
and every endocytosis null mutant was tested
against alpha pheromone (10puM) and PI-1
(10uM) in a 100 wells honeycomb plate, each
containing 200 pL, incubating at 30° C with
shaking using a Bioscreen C (Oy Growth Curves
Ab Ltd). The activity of these peptides on each
strain was determined by measuring the Optical
Density at 600 nm every hour during 24 h.

Modeling the internalization of Iztli peptides

The models were implemented based on
the processes depicted in Figures 3A and 3B.
The biochemical reactions were assumed to
follow mass-action kinetics and resulted in the
ordinary differential equations provided below.
Model simulations were performed using the
LSODA solver and an evolutionary optimization
algorithm performed fitting to the measured time
course of dead cells. Here, we used the
implementations within the modeling software
Copasi (http://www.copasi.org). For each model
only two parameters had to be fitted (denoted as
ke/kp and kn/kp in Figure 3A and 3B). The
remaining parameters were obtained from
previously published measurements.

Models were considered significant
when they could reproduce the measured time
course significantly better than a zero-intercept
linear reference model. Thus, we obtained p-
values for the entire time course, or parts of it,
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from F-tests comparing the linear model to the
fit provided by the optimization of the models.
Those analyzes were performed in R
(http://www.r-project.org).

Endocytosis model

The endocytosis model comprised the reactions
from Figure 3A. This resulted in the following
set of ordinary differential equations (square
brackets denote concentrations, the indices e, m,
v, ¢ denote locations in the extracellular
medium, the membrane, (pre)vacuole and
cytosol, respectively):

% = k2[Ste2,, Iztli, | - k[ Ste2,, |[Iztli, | + kS
w = k1| Ste2,, | Tztli,, | - (k2 + k3)| Ste2,, Iztli, |
w = k3[Ste2,, Iztli, | - (k4 + kE)|Ste2, Iztli,
% = KE|Ste2, Iztli,| - k4] Ste2, ]

% = kE|Ste2, Iztli, | - k4| Iztli, |

The cell volume was chosen as 4.9-10% L.

Due to the large volume of the extracellular
medium, the extracellular concentration of IP-1
was treated as a constant referring to the amount
used in the experiments. The number of dead
cells, np, in the population was expressed by the
minimal concentration of IP-1 within the cells in
order to kill a cell, kp, by the formula:

Ny =Ny k7m
D

Here, ny denotes the total number of cells in the
population and was obtained by fitting a fourth-
order polynomial in time to the C.F.U.
measurements of untreated cells. P;, denoted the
concentration of IP-1 inside the cells which had
escaped the (pre)vacuole. All simulations and
fits were performed using Copasi
(http://www.copasi.org).

The parameters k; through ks were
obtained from literature. k, was obtained as 10
s* from a mean of 3 direct measurements (16-
18). k; was then calculated from k, and the mean
ko for Ste2p binding to o-factor from 9
experiments, resulting in k; = 0.185 pM™s™ (18-
26). We assumed that dissociation of o-factor
from Ste2p has the same Kkinetics in the
(pre)vacuole prior to degradation. The rate of
endocytosis of Ste2p in presence of a-factor, ks,
was derived from the published half-time of 5
minutes as 2.3-10% s (27). The degradation rate




of internalized Ste2p, ki, was obtained from the
half-life of total Ste2p in the presence of a-factor
in cycloheximide treated cultures as 5.8:10 s
(24). Because a-factor is normally degraded
along with Ste2p, we assumed that the
degradation rate of IP-1 within the cells happens
with the same rate as for Ste2p. The synthesis
rate of Ste2p, ks, was chosen as 7:10° pM-s™ to
counteract the degraded Ste2p after about 90
minutes, as reported earlier (20).

The rate of IP-1 escaping from the
endosome, kg, as well as the lethal IP-1
concentration, kp, were obtained by fitting the
model to the measured time course of dead cells
by an evolutionary optimization algorithm. We
required the parameter values to stay in
biologically reasonable intervals. ke was
required to stay in the range of 0 to 1 s and kp
within 0 to 10 uM. The best fit estimated ke and
ko as 1 s™ and 0.13uM, respectively. One should
note that the fit forces the model to realize an
almost immediate escape of IP-1 from the
vacuole. See Table 3 for a list of parameters and
values used in these models.

Direct model

The direct model comprised only an
internalization of IP-1, which depends on its
affinity for Ste2p as indicated in Figure 3B. The
resulting ordinary differential equation is:

% = kin[Iztli,] - k4 Iztli]-

The same assumptions as in the
endocytosis model were made and we fitted ki,
and kp as before. Here kp was again bounded
between 0 and 10 uM and kiIn was kept between
0 and infinity. The fitted parameters were k;, =
2.5-10™s™" and kp ~ 8.9uM.

Confocal microscopy of labeled Iztli peptide

For the internalization images presented
in this study, S. cerevisiae MATa (BY4741),
MATa (BY4742) cells or C. glabrata cells were
grown at 30° C for 24 h in synthetic complete
(SC) media (yeast nitrogen base w/o amino acids
0.67 %, potassium phosphate monobasic 0.1 %,
glucose 2 %, amino acids 0.079 %); afterwards
they were diluted to a final optical density of 0.4
at 600 nm and treated with 68.9 uM of the
TAMRA-IP-1 or 89.9 uM of Hilytefluor 488-1P-
1 for one hour at 30" C. In the case of
Aspergillus nidulans these were grown as
previously reported (28); briefly, cells were
grown in supplemented glucose minimal nitrate
medium and 2x10° spores were suspended in 2

mL of water and incubated 60 minutes at 37" C
at 300 rpm with TAMRA-IP-1 (13.77 uM). In
every case, 80 pL from these samples were
centrifuged at 300 rpm for 5 minutes, removed
the supernatant and the samples were observed
under the confocal microscope (Olympus
FluoView FV1000) at 60x amplification.
HEK239 and NL20 human cell lines were grown
to 80% confluence in DMEM medium
supplemented with 2mM GlutaMax, 50 Ul/mL
penicillin, 50ug/mL streptomycin and 15% fetal
bovine serum (FBS) at 30°C and 5% CO,. Cells
were treated with trypsin and washed twice with
PBS and recovered by centrifugation. The pellet
was resuspended in Opti-Mem® to reduce serum
fluorescence and 2x10* cells were cultured in a
Chamber Slide® system (NUNC® Lab-Tek® II-
C?™) and incubated for an hour to allow the
adhesion of cells to the bottom of the slide to
form a monolayer. Afterwards HEK239 cells
where treated with 13uM and NL20 cells with
24 uM TAMRA-tagged Iztli Peptide 1 and
visualized using confocal microscopy (Olympus
FLUOVIEW FV-1000) at an emission
wavelength of 570 nm for different times. For
such purpose a CO, chamber was used during
the analysis. All images were reconstructed
using the software FV viewer provided by the
manufacturer of the microscope.

Small unilamellar vesicle preparation

POPC and chol were stored at - 20°C
and used without further purification. Stock
chloroform solutions for every lipid were
prepared once a week and stored at - 20°C. Chol
and POPC solutions were mixed to obtain the
desired mol fraction of sterol (30 %).
Evaporation of the solvent was done in a rotative
evaporator (B-177; Biichi Labortechnik, Flawil,
Switzerland). The suspension was prepared by
adding the working solution (5 mM KCI, 1 mM
CaCly, 10 mM HEPES [pH 8.0]) to the film
deposited in the flask in an N, -enriched
atmosphere and then treated in an ultrasonic bath
to produce dispersion and obtain unilamellar
vesicles (29). The suspension was stored for 2 h
under refrigeration (4-6 °C) prior to the bilayer
formation and peptide incorporation

Micropipette fabrication

Glass capillaries with filament (1.00 mm
external diameter and 0.58 mm internal
diameter) from World Precision Instruments
were pulled using the P2000 instrument from
Sutter Instruments (Novato, CA). Micropipettes
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were then silanized and filled with the same
working solution used for the preparation of
Small Unilamellar Vesicles (SUV’s) and used
within the following 60 to 120 min. The average
resistance of micropipettes in the working
solution was 3.46 + 2.80 GQ.

Solvent-free tip-dip lipid bilayer formation

The controlled-temperature  chamber
was electrically insulated within a Faraday cage
and suspended in elastic bands to reduce the
mechanical vibration. A sample of the SUV*s
was put in the chamber. The sample was settled
for 10 min at the desired temperature, and then a
bilayer was formed at the tip of the micropipette
by consecutive immersion in SUV*s suspension
until a capacitive response to the square
potential applied was observed (30, 31). The
standard seals obtained in this manner were of
~400 GQ with a 2 kHz low pass filter and a
current root mean-square (lyms) ~ 0.12 pA. When
the bilayer was formed, the proper amount of
Iztli peptide stock solution was added in order to
obtain the desired concentration and after the
equilibrium conditions, the 5 min experiments
were done.
A sample of the SUV was put in a controlled-
temperature chamber. The sample was settled
for 10 min at the desired temperature, and then a
bilayer was formed at the tip of the micropipette
by consecutive immersion in SUV suspension
until a capacitive response to the square
potential applied was observed (30,31). The
standard seals obtained in this manner were of
~250 GQ with current root mean-square (Irms)
~0.12 pA and a 2-kHz low pass filter. At this
point, the proper amount of the peptide stock
solution was carefully added in order to obtain
the desired concentration. The chamber was
electrically insulated with a Faraday cage and
suspended in elastic bands to reduce the
mechanical vibration.

Pore formation of Iztli peptide 1 on artificial
membranes

SUVs, micropipettes and solvent-free
tip-dip lipid bilayers were prepared as described
above. To observe the possible formation of
pores in these membranes, the electrical
measurements of the current signal were
amplified with an Axopatch 200B set to voltage-
clamp mode, 2-kHz low pass filter and maximal
scaling output; digitally converted with a
Digidata 1200A, acquired with the aid of
pClamp 8.2 software at a frequency of 10 kHz
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(@l from Molecular Devices Analytical
Technologies, California, USA) and stored in a
personal computer. The bilayer seal was
measured by applying a square 5-mV step
potential. The sampling rate was set to 100 ps.
Once the seal was formed, the I obtained
consistently was 0.12 + 0.03pA. The
temperature of the experiments was 25 + 2°C.
The Iztli peptide was added in solution to have a
concentration of 10 uM. The potentials applied
in all of the reported experiments were 150 and
200 mV. Care has to be taken in order to be sure
that experiments are being done in an
equilibrium  situation. We determined the
average conductance as a function of time and
discovered that this property needs 15 — 20 min
to attain equilibrium. All records were a
posteriori baseline-corrected using a fortran
program. The occupancies obtained were
defined as the ratio of the time expended in one
state to the total time of experiment. The
average currents reported correspond to the
average value of all points registered in a given
time. The average currents reported correspond
to an average current in a 5min experiment
obtained from an all points histogram. All
graphics were done with Grace software, a 2D
graph-plotting tool, for Unix-like operating
systems.

GO term enrichment estimation

To determine the participation of endocytosis on
the killing mediated by IP-1, we analyzed the
enrichment of GO terms in the 291 genes known
to affect endocytosis (see supplementary Table
S1). For this analysis we used as a control set the
set of genes in yeast. We used the service
provided by GO
(http://amigo.geneontology.org/cgi-
bin/amigo/term_enrichment).

RESULTS
Iztli peptide 1 is not internalized through
receptor-mediated endocytosis

Based on the proposed mechanism of
action for HKPs (4), it would be expected that
the rate of killing yeast cells by IPs would be
proportional to the rate of internalization. If so,
the reduction or elimination of Ste2p
endocytosis may affect the killing by IP-1. To
test this, we compared the fractions of dead cells
in the absence and presence of IP-1 for 6 strains
reported to fail endocytic internalization of
Ste2p in MATa cells and for wild-type (see
Figure 2). Our results show that Ste2p-mediated



endocytosis does not play a role in the killing of
MATa cells, yet endocytic uptake independent of
Ste2p is not discarded. Furthermore, even
though Ste2p-mediated endocytosis is discarded,
Ste2p signaling is required for the killing of
MATa by IP-1 (15): null mutants for STE2 or
other critical genes involved in the pheromone
signaling cascade in a MATa genotype protect
against the killing by IP-1; thus binding to Ste2p
may play a role in the killing mechanism of
action of IP-1.

Thus, to test whether endocytosis might
explain the observed kinetics of cell death
induced by IPs, we built a kinetic model for
internalization of the IPs using the reported rates
related to the internalization of the pheromone
(32) (see Figure 3A). In this model the number
of IPs inside cells depends on the affinity of the
pheromone to its receptor (Ste2p or any other
with similar affinity), the degradation rate of the
pheromone and the endocytosis rate of the
pheromone; all those rates have been reported
and were used for modeling. On the other hand,
the rate of escape from endosomes and the
number of IP molecules required to kill cells are
not known; these two quantities were estimated
by fitting the model to the observed number of
dead cells (quantified from the number of colony
forming units; see Methods). The adjustment
between the observed and calculated values for
the number of dead cells is presented in Figure
3C. We observed that the model assuming
receptor-mediated  endocytosis  could  not
reproduce the observed time course of dead
cells, since it predicts a plateau phase due to
depletion of free receptors at the membrane by
endocytosis; such plateau is not observed in the
experimental data (p>0.14, see Figure 3C). In
contrast, when we did not consider endocytosis
of the peptide, but still binding of IP-1 to Ste2p
(see Figure 3B), the model fit could significantly
reproduce the number of dead cells over time
(p<4.2e-3, see Figure 3C). These results are in
agreement with our observation about a
mechanism of internalization different from
Ste2p-mediated endocytosis, yet requiring Ste2p
binding for killing activity. Note that the use of
all-D enantiomers to discard receptor-mediated
endocytosis does not apply to the study of IP-1
considering the requirement of Ste2p binding for
killing MATa cells.

To further analyze the involvement of
endocytosis in the killing by IP-1 (beyond
receptor-mediated endocytosis), we carried out a
genetic screening on 291 out of 441 null mutant

annotated on SGD
(http://www.yeastgenome.org) to affect
endocytosis in yeast (see Supplemental Table
S1). Four out of these 291 ORFs (YHR161C,
YKL081W, YKL119C, YOR141C) fully
protected MATa cells from the killing by IP-1
(see Supplemental Table S1). To evaluate if the
effect of these four ORFs could implicate the
functioning of the core endocytosis machinery
for the killing activity of IP-1, we conducted two
complementary analyses. First, we identified
those mutants with the largest annotated effect
on endocytosis (YDRO17C, YDR173C,
YJL204C, YORO089C, YKL126W; see
Supplemental Table S1) and observed that none
protected against the Kkilling by IP-1; these
results suggest that the core machinery of
endocytosis is not participating in the killing by
IP-1. Second, we were able to group 30 out of
the 291 ORFs by the endocytosis GO term, and
noticed that only one of these fully protected
against IP-1 killing activity (YHR161C,
involved in clathrin cage assembly; see
Supplemental Table S1), further supporting that
the core machinery of endocytosis does not play
a role on the killing of MATa by IP-1. Thus,
even though four genes related to endocytosis
protect against the Kkilling of IP-1, overall
endocytosis does not seem to play a role on the
Killing.

I1ztli peptides are cell-penetrating peptides

To determine the presence of IP-1 inside
cells, the peptide was modified with two
different fluorophores: TAMRA and Hilytefluor
488. The last one was based on previous results
on the alpha-pheromone (33); note that the use
of these two fluorophores was to discard that any
possible observed internalization was
independent on the specific use of a given
fluorophore.  Both  peptides  maintained
antifungal activity (see Figure 4A) and were
internalized by MATa cells (see Figure 4B).
While IP-1 fully inhibited the growth of MATa
cells at 10uM (15), TAMRA derivate of IP-1
(TAMRA-IP-1) had almost half the activity
(MIC=40 uM) of the Hilytefluor 488 derivative
(MIC=27 uM). We used the TAMRA derivative
for the rest of our studies. MATa cells exposed to
TAMRA-IP-1 for 15 min showed strong staining
of the cell membrane and after 30 min the
peptide was also localized inside the cells (see
Figures 5A, 5B, 5C and 5D). To evaluate wheter
the internalization was dependent on the Ste2p
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receptor, the MATa cells were also exposed to
this labeled peptide (see Figure 6A). Finally,
other fungi (see Figure 6B) and human cells (see
Figure 6C) were exposed to the IP-1 and in all
cases the peptide was internalized without any
observable toxicity (data not shown). These
results further support the notion that IP-1
internalization is independent of Ste2p-mediated
endocytosis.

Iztli peptides make channels at high membrane
potentials

We determined the ability of IP-1 to
induce ion transport across lipidic bilayers. For
this we considered its action on POPC plus 30%
cholesterol artificial membranes. We did not
observe any electrical conductance induced by
the peptide at 50 or 100 mV (data not shown).
Yet at 150 and 200 mV there was observable
activity. An example of the varied electrical
activity produced by IP-1 can be seen in Figure
7A, where longer lasting transmembrane pores
can be seen alongside very short events of varied
conductance. They all have, however, well
defined conductances as can be seen from the
corresponding histogram in Figure 7B.

These results raised the question that
even for eukaryotic-like membranes, IP-1 could
make pores provided a large electric potential.
Plants, like bacteria and mitochondria, maintain
a large transmembrane potential due to the
action of plasma membrane H+ pumps fuelled
by ATP (34). IP-1 did not alter the resting
membrane potential of soybean roots with low
potentials (<100 mV); however, we could not
find cells with high potentials (>100 mV) (data
not shown).

DISCUSSION

HKPs have been shown to have the
potential to treat cancer and obesity among
others (1). The basis for their use as therapeutics
is their selectivity: only the cells expressing the
receptor for the hunter peptide should internalize
the killer peptide and consequently only those
cells should be eliminated. Even when the
results in animal models have shown the
effectiveness of these peptides, some toxicity
has been reported in other tissues besides those
targeted in animals (3,4). This toxicity could be
explained considering the presence of the
receptor for the hunter peptide in other tissues
than the target one. Our results suggest an
alternative explanation for the observed toxicity
of HKPs. That is, we showed that when a killer
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peptide (e.g., IP-1, see Figure 1) present CPP
activity (see Figures 4A-C, 5A-D and 6A-C) it
may loose the specificity provided by the hunter
peptide. Accordingly, we showed that IP-1 is not
internalized via receptor-mediated endocytosis
(see Figures 2 and 3) or endocytosis at all (see
Supplemental Table S1). However, IP-1 is still
able to kill MATa cells as long as the pheromone
receptor is activated by the peptide (15).

In that sense, some of CPPs (35) by
themselves may be expected to work like HKPs;
that is, since some CPPs have the ability to
display = CAP activity, their internalization
carries a Killer peptide (CAPs) within cells. If so,
those CPPs may affect mitochondria function. In
agreement with this idea, a recent metabolomic
analysis comparing the toxic potential of four
CPPs (transportan, penetratin, HIV Tat derived
peptide and nona-arginine) showed the toxicity
of transportan (36), suggesting the potential
CAP activity of transportan. The toxicity was
estimated by the effect on cellular redox
potential and energy depletion, both related to
mitochondria function. In a similar fashion,
some CAPs may as well display CPP activity.
Indeed, magainin 2 has been shown to
translocate across phospholipid bilayers (37).

To study the basis of this redundant
function of CPPs and CAPs, we hypothesized
that the membrane potential may play a role on
switching between these activities. In agreement
with this idea, we have previously reported that
IPs alter the membrane stability of mitochondria
and kill bacteria, but do not affect the viability of
mammalian cells (15). Additionally, here we
showed that IP-1 is capable of making pores in
artificial membranes only when a large electric
potential (> 100 mV) is present (see Figures 7A-
B). These results are in agreement with recent
reports showing that some CPPs in the presence
of bacteria switch from a penetrating peptide
conformation to a pore-forming peptide capable
of Killing/swelling cells (12,13). Understanding
the mechanism involved in this functional switch
may assist in designing non-toxic CPPs.

In that sense, it has been observed that
natural antibiotics, peptides and polyenes can
form different membrane structures that allow
for transmembrane transport, detergent like
carpet disruption, pores and tores, independently
of other intracellular actions (see for example
(38,39)). It is also clear that their activities are
strongly dependent on the environmental
conditions (40). For example, the dependence on
the transmembrane electric potential to form



pores has been observed for polyenes (41) and
for Alamethicin (42). Hence, it is not surprising
that IP-1 presents this behavior. IP-1 forms
transmembrane channels of different
conductivity, similar to Amphotericine B (43)
and Alamethicine (44), and also detergent like

activity, similar to Nystatine (41) and
Alamethicin ~ (42). In either case, the
environmental conditions can affect helix
formation for peptides (39) and/or the

aggregation of monomers for polyenes (45).
Such situation may prevail for IP-1 and may
explain the dual role observed in this study.

Considering  the  complexity  of
biological systems (46), our observations about
the overlapping roles of CPPs and CAPs
represent a special case of functional
redundancy. Functional redundancy in genes
occurs when one gene has the ability to perform
the function of another gene. A common
example of such genetic redundancy is found in
gene duplications (47). A consequence for a
system with these redundant capabilities is the
emergence of robustness (48). In the case of
antibacterial peptides, it can be appreciated the
robustness this redundancy confers to CAPs: by
acquiring the ability to get internalized by
eukaryotic cells they can become more effective
antibiotics by killing bacteria cells residing both
at the extracellular and intracellular spaces of
eukaryotic cells. Additionally, under certain
circumstances some bacteria may reduce their
membrane potential (e.g. sporulation) thus
preventing CAPs to disrupt their membrane (49).
In such case, the possibility that CAPs may
permeate cellular membranes with low electric
potential and act upon an intracellular target may
provide an alternative mechanism to maintain
their antibiotic activity.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Iztli peptide 1. Embedding the alpha-pheromone sequence into a cationic antibacterial
peptide sequence. Note that the residues added to the alpha-pheromone (bold letters) do not present
any antibacterial or antifungal activity and were added to the pheromone to match the
physicochemical properties of cationic antibacterial peptides (11).

Figure 2. Cell death effect of six null mutants preventing internalization of Ste2p. Six strains
carrying gene null mutants (YKL002W, YML001W, YCR009C, YMR231W, YHR135C, YNL154C)
reported to reduce the internalization of Ste2p were compared in their ability to affect the killing by
IP-1 with the wild-type strain (BY4741). The figure presents the area under the growth curves
(summation of ODggg Values recorded every hour is presented as percentage) of these six mutants plus
the wild-type strain in the presence (ORF name+IP-1; gray bars) and in absence (ORF name; black
bars) of IP-1. The figures present the average data obtained from 4 independent experiments; the lines
on top of each bar represent the standard deviation calculated for each data set. The optical density
was followed in the Synergy MX plate-reader (BioTek) incubated at 30 C.

Figure 3. Models for lIztli peptides internalization on yeast cells. (A) The model assuming an
endocytic import of Iztli peptide via Ste2p (X denotes degradation). (B) The model assuming
permeation of lztli peptide where the peptide may cross the membrane independent of Ste2p. (C)
Comparison of the two models fitted to the measured C.F.U. time course of dead cells (n=8, bars
denote standard deviation). The model assuming direct import generally performed better, noticeable
for early time points.

Figure 4. Analysis of two fluorogenic derivates of Iztli peptide 1. The antifungal activity (A) and
the ability to get internalized by Saccharomyces cerevisiae MATa cells (B) are shown for the
TAMRA-IP-1 (left side, red) and Hilytefluor 488-IP-1 (right side, green). The change in cell density
over time is presented in the presence (black symbols) or in the absence of these peptides (white
symbols): squares TAMRA-IP-1, triangles Hilyteflour 488-1P-1. Scale bars in B) are 5 um.

Figure 5. Time dependent internalization of Iztli peptide 1 in yeast cells. TAMRA-IP1 was used
to follow the internalization of the peptide in MATa cells. The sites where the peptide is found near or
within cells appear as red dots. Scale bars are 5 um.

Figure 6. Iztli peptide 1 gets internalized by different cell types. Saccharomyces cerevisiae MATa
cells (A), Candida glabrata (left in panel B), Aspergillus nidulans (right in panel B), HEK239 (left in
Panel C) and NL20 (right in Panel C) human cells were exposed to TAMRA-IP-1 (colored red) to test
for its internalization.

Figure 7. 1ztli peptide 1 makes pores. A) Example of a 5 minutes record of electrical activity for IP-
1 in POPC membrane with 30% mol cholesterol in a transmembrane electric potential of 200 mV.
The inset corresponds to a 10 sec section showing an example of pores formed. B) All points
histogram of current through the membrane of the full record in A). Each point corresponds to a 100
ps sampling.
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TABLES
Table 1. Cell lines

Organism Strain ORF Genotype Source
Saccharomyces | BY4741 WT MATa his341 leu240 Open Biosystems
cerevisiae met1540 ura340 YKO MATa Strain
YKL002W MATa 4did4 Collection-Glycerol
YMLO0IW MATa Aypt7 Stocks
YCR009C MATa 4rvs161
YMR231W MATa 4pep5
YHR135C MATa Ayckl
Endocytosis MATa 4gene::kanMX
null mutants
(see
supplemental
Table S1)
BY4742 YNL154C MATa Ayck2 Open Biosystems
YKO MATa Strain
Collection-Glycerol
Stocks
Candida CGM99 WT MATa his341 leu240 Domergue R. et al.
glabrata lys240 ura340 Science. (2005) May
6;308(5723). Pp:866-
70.
Aspergillus CLK43 WT Ura3D::Tn903(G418%), Kawasaki L, et al.
nidulans Trp 1D Mol Microbiol. 2002
Aug;45(4):1153-63.
WT pabaAl yA2; veAl

Table 2. Synthetic peptides
Name Sequence Measured
molecular weight

(g/mol)

a-pheromone NH-WHWLQLKPGQPMY-COOH 1684

1P-1 NH,-KFLNRFWHWLQLKPGQPMY-COOH 2490.8
TAMRA-IP-1 TAMRA- KFLNRFWHWLQLKPGQPMY-COOH 2903.2
Hilytefluor 488-1P-1 NH-KFLNRFWHWLQLK(GGG-CO-(CH,),S- 3335.4

maleimido Hilytefluor488)-PGQPMY-COOH

Table 3. Data for modeling MATa killing by IP-1 dependent on cellular internalization

Model
Endocytosis/Direct
Endocytosis/Direct
Endocytosis/Direct
Endocytosis/Direct
Endocytosis/Direct
Endocytosis/Direct
Endocytosis
Endocytosis

Direct

Direct

Parameter Value

Cell volume  4.9x107%° |

ks 0.185uM's?
Ko 103

Ks 2.3x10%s!
Ks 5.8x10™s
Ks 7x10°uMs™
ko 0.13uM

kE :I.S’l

Kin 2.5x10"s*

114




Figure 1. Iztli peptide 1. Embedding the alpha-pheromone sequence into a cationic antibacterial
peptide sequence. Note that the residues added to the alpha-pheromone (bold letters) do not present
any antibacterial or antifungal activity and were added to the pheromone to match the
physicochemical properties of cationic antibacterial peptides (11).

Figure 2. Cell death effect of six null mutants preventing internalization of Ste2p. Six strains
carrying gene null mutants (YKL002W, YMLO001W, YCR009C, YMR231W, YHR135C,
YNL154C) reported to reduce the internalization of Ste2p were compared in their ability to affect
the killing by IP-1 with the wild-type strain (BY4741). The figure presents the area under the
growth curves (summation of ODsoo values recorded every hour is presented as percentage) of these
six mutants plus the wild-type strain in the presence (ORF name+IP-1; gray bars) and in absence
(ORF name; black bars) of IP-1. The figures present the average data obtained from 4 independent
experiments; the lines on top of each bar represent the standard deviation calculated for each data
set. The optical density was followed in the Synergy MX plate-reader (BioTek) incubated at 30 C.
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Figure 3. Models for Iztli peptides internalization on yeast cells. (A) The model assuming an
endocytic import of Iztli peptide via Ste2p (X denotes degradation). (B) The model assuming
permeation of 1ztli peptide where the peptide may cross the membrane independent of Ste2p. (C)
Comparison of the two models fitted to the measured C.F.U. time course of dead cells (n=8, bars
denote standard deviation). The model assuming direct import generally performed better,
noticeable for early time points.

Figure 4. Analysis of two fluorogenic derivates of 1ztli peptide 1. The antifungal activity (A) and
the ability to get internalized by Saccharomyces cerevisiae MATa cells (B) are shown for the
TAMRA-IP-1 (left side, red) and Hilytefluor 488-1P-1 (right side, green). The change in cell density
over time is presented in the presence (black symbols) or in the absence of these peptides (white
symbols): squares TAMRA-IP-1, triangles Hilyteflour 488-1P-1. Scale bars in B) are 5 um.
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Figure 5. Time dependent internalization of Iztli peptide 1 in yeast cells. TAMRA-IP1 was used
to follow the internalization of the peptide in MATa cells. The sites where the peptide is found near
or within cells appear as red dots. Scale bars are 5 um.

Figure 6. 1ztli peptide 1 gets internalized by different cell types. Saccharomyces cerevisiae
MATalfa cells (A), Candida glabrata (left in panel B), Aspergillus nidulans (right in panel B),
HEK?239 (left in Panel C) and NL20 (right in Panel C) human cells were exposed to TAMRA-IP-1
(colored red) to test for its internalization.
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Figure 7. Iztli peptide 1 makes pores. A) Example of a 5 minutes record of electrical activity for
IP-1 in POPC membrane with 30% mol cholesterol in a transmembrane electric potential of 200
mV.The inset corresponds to a 10 sec section showing an example of pores formed. B) All points
histogram of current through the membrane of the full record in A). Each point corresponds to a 100
us sampling.
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Apéndice 3. Patente
Dentro de los logros llevados a cabo durante el doctorado, se encuentra presentacion
ante el Instituto Mexicano de la Propiedad Industrial (IMPI) la solicitud de patente titulada
"Péptidos con actividad antibacteriana y antiparasitaria y disefio de los mismos " el dia
21de junio de 2012, a la cual se le designé el nimero MX/a/2012/007260, ver documento
anexo en la siguiente pagina. Actualmente la UNAM se encuentra en proceso de
promocion de la patente ante diversas empresas farmacéuticas o biotecnolégicas para la

generacién de convenios de explotacion y desarrollo de la misma.
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