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Baesqueda de potenciales blancos para el dise—o de dr  ogas anti-parasitarias en
dominios de interacci—n prote’na-prote’na y prote’na-ARN en Trypanosoma cruzi

) Resumen :

En el presente trabajo encaramos la construcci—n de vectores destio Gateway
PTREX-GW y pTREX-HGX-GW. Mediante el sistema de detecciones ripidas con fusiones
a GFP exploramos una serie de mutantes Tcpl4 para definir con exactitud las se—ales
involucradas en su localizaci—n nuclear. De esta forma, pudimosdeterminar que Tcpl4 no
depende de su uni—n al factorSF3b155 para ingresar al ncectg sino que posee una se-al
propia no descripta hasta ahora, que podr'a ser explotada como posible blanco de
drogas..

Otro modelo ambicioso de blanco de drogas son los dominios WW, m—dulos
proteicos que median interacciones prote’na-prote’na reconociendo motivos pept'dicos
ricos en prolina. Un ejemplo promisorio entre las prote’nas con WW son las TcZFPs. Se
utiliz— un vector inducible por tetraciclina para sobreexpresarTcZFP1b en las formas
epimastigotes. Tras la inducci—n, los partsitos dejaron de dvidirse despuZs de 60 hs de la
adici—n de tetraciclina y una extensa muerte celular se produ despuZs de 5 d'as. Las
cZlulas se observaron como OmonstruosO con meeltiples flagelos y ebntenido de ADN
bloqueado en la citocinesis, provocando la muerte celular.

Para analizar los cambios globales en la expresi—n gZnica, sellevo a cabo una
pirosecuenciaci—n de los ARNm en un Genome Sequencer FLX 454Roche. Un grupo de
70 genes mostraron una regulaci—n positiva mayor a 3 veces respeab al control, mientras
gue 35 genes mostraron una regulaci—n negativa menor a 3 vecs respecto el control. En
general, se observ— que varios ARNm de funciones relacionadascambiaron de manera
concertada como un patr—n en respuesta post-transcripcional a la sobeexpresi—n de
TcZFP1b, que parecer’a activar parte de un programa para diferenciar a los epimastigotes

en tripomastigotes.

Palabras clave : Chagas, blancos de drogas, expresi—n genZtica, gen—mica

funcional
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Search for potential targets for anti-parasitic drug design i n protein-protein and
protein-RNA interaction domains in ~ Trypanosoma cruzi

Abstract

In this work we approach the construction of Gateway destination vectors: pTREX-
GW y pTREX-HGX-GW. Through the rapid detection system with GFP fusions we
explored a series of Tcpl4 mutants to define the precise signals involved in nuclear
localization. Thus, we could determine that Tcpl4 not depend on its binding factor
SF3b155 to enter the nucleus, but has a non-descript, nuclear localization signal (NLS),

which could be exploited as a potential target for drugs.

Another ambitious model drug target are the WW domains, protein modules that
mediate protein-protein interactions by recognizing proline-rich peptide motifs. A promising
example between proteins with WW are TcZFPs. We used a tetracycline-inducible vector
to overexpress TcZFP1b in epimastigotes. After induction, the parasites stopped dividing
after 60 h of the addition of tetracycline and extensive cell death occurred after 5 days.
The cells were seen as "monsters” with multiple flagella and DNA content in cytokinesis

blocked, causing cell death.

To analyze global changes in gene expression pyrosequencing of the mRNA was
carried out in a Genome Sequencer FLX 454-Roche. A group of 70 genes showed an
upregulation of more than 3 times compared to the control, while 35 genes showed a
downregulation of less than 3 times compared to control. In general, we observed that
several mRNA-related functions moved in concert as a pattern in post-transcriptional
response to overexpression of TcZFP1b, which seems to activate part of a program to

differentiate epimastigotes into trypomastigotes.

Keywords: Chagas, drug targets, gene expression, functional genomics
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Objetivos generales

I. Mejorar las herramientas actuales de gen—mica funcional enT. cruzi mediante la

generaci—n y prueba de vectores Gateway de expresi—n.

II. Probar si el camino de transporte hacia la localizaci—n nuclearde prote’nas se
puede postular como un blanco atractivo para generaci—n de drgas usando
como modelo el factor de splicing Tcpl4, el cual presenta dominios de

interacci—n con prote’nas y con ARN simultfneamente.

[ll. Comenzar la construcci—n de un mapa de interacciones de dominis WW que sirva
de plataforma para la postulaci—n de blancos atractivos parala generaci—n de

drogas anti-parasitarias.

IV. Probar si las prote’nas peque—as TcZFP que presentan dominios WW y de uni—n a
ARN se pueden postular como blancos atractivos para la generaci—n de drogas

anti-parasitarias.
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Objetivos espec’ficos:

I) Generaci—n de vectores de expresi—n Gateway de Trypanosoma cruzi para

mejorar las herramientas de gen—mica funcional

1) Desarrollar a partir del vector de expresi—n pTREX enT. cruzi, una versi—n
compatible con el sistema de clonado Gateway , que permita la ripida localizaci—n de
prote’nas fusionadas a GFP (pTREX-GW).

2) Desarrollar el vector pTREX-HGX-GW Destino para la rfpida localizaci—n masiva

de prote’'nas.

II) EI camino de transporte hacia la localizaci—n nucle ar como putativo blanco
de drogas: el modelo de la prote’na Tcpl4 (interacci—n  prote’na-prote’na y prote’na-
ARN)

1) Determinar la localizaci—n de TcP14 a travZs de su expresi—n fusi@ua a GFP.

2) Determinar si su localizaci—n es dependiente o independiete de su uni—n al
factor de splicing SF3b155.

3) Determinar la NLS presente en Tcpl4.

4) Determinar otras posibles interaccciones de Tcpl4 en su transporte al ncecleo.

[II) Hacia la construcci—n de un mapa de dominios W W y sus prote’nas
interactuantes como modelo para la boesqueda de nuevas  drogas anti-parasitarias

en la enfermedad de Chagas

1) Boesqueda bioinformitica de prote’nas con dominios WW yde prote’nas con

motivos ricos en prolina en el genoma de T. cruzi.

2) Antlisis in silico de los niveles de ARNm codificantes para prote’nas WW y ricas

en prolina en los cuatro estad’os de T. cruzi.
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3) Evaluaci—n de interacciones por doble h’brido en levadura de las prote’nas con

dominios WW seleccionadas de T. cruzi.

IV) Prote’nas TcZFP como modelo de prote’nas con domini 0os WW y dominios

de uni—n a ARN: putativos blancos de drogas.

1) Profundizar en el antlisis de la interacci—n TcZFP1b (rico en polinas) vs
TcZFP2ay TcZFP2b (dominios WW).

2) Estudiar el efecto que provoca la sobreexpresi—n de TcZFP1b en epmastigotes.

3) Estudiar el efecto que provoca la sobreexpresi—n de TcZFP2a enepimastigotes.
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Introducci—n General:

1. Generalidades de los Trypanosomas

Trypanosoma cruzi pertenece al subreino protozoa, orden kinetopltstida, grupo que

a la vez incluye a Trypanosoma brucei y a Leishmania major.

Si bien los tres organismos son pat—genos y comparten varias caracter’sticas
generales, incluyendo estructuras subcelulares como el kinetoplasto y los glicosomas,
cada uno de ellos es transmitido por un insecto distinto, tiene sus propias caracter’sticas
en cuanto a su ciclo de vida, posee diferentes tejidos blanco y no menos relevante,

acarrea distinta patogenicidad en sus respectivos huZspedes mam’feros.

Trypanosoma cruzi es un protozoario hemoflagelado, agente etiol—gico de la
enfermedad de Chagas. Fue descubierto en 1910 por el bi—égo brasile—o Carlos Chagas,
al examinar los intestinos del insecto vector Triatoma infestans, conocido con el nombre
de vinchuca. El hallazgo por parte de Carlos Chagas present—errores parciales en la
sintomatolog’a y fue el Dr. Salvador Mazza, quiZn en nuestro pa’s, redescubri— la

enfermedad y la difundi— a nivel mundial.

Trypanosoma cruzi, Tax—nom’a y clasificaci—n

La ubicaci—n sistemitica delTrypanosoma cruzi es la siguiente (Levine et al.,
1980), (ver Fig. i.1):

Reino : Animalia

Subreino : Protozoa

Phylum : Sarcomastigophora
Subphylum : Mastigophora
Clase: Zoomastigophora
Orden: Kinetoplastida
Suborden : Trypanosomatina
Familia : Trypanosomatidae
GZnero: Trypanosoma
Secci—n Estercoraria
Especie : Cruzi
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Figura i.1: Arbol filogenZtico modificado para mostrar el resultado de la adquisici—n
temprana endosimbionte fototr—ficas por Euglenozoa . El cloroplasto endosimbionte fue
retenido en el linaje euglenoide, mientras que el endosimbionte se perdi— del linaje kinetoplastido.

Los integrantes del subreino Protozoa son microorganismos eucariotas
unicelulares, poseen todas las caracter’sticas de una cZlula eucariota y presentan flagelos
y/o pseud—podos para su locomoci—n, se reproducen por fisi—nnhria y en algunos
grupos por reproducci—n sexual. Los organismos del Orden Kinetplastida en particular,
tienen una mitocondria que se extiende por toda la cZlula. Poseen generalmente una
organela auto replicante, que es una prolongaci—n de lamisma mitocondria, denominada
kinetoplasto. Este orden tambiZn incluye al Trypanosoma brucei y a Leishmania mayor,
causantes de la enfermedad del sue-o y de la leishmaniasis cutinea, respectivamente.
Junto con T. cruzi, los tres organismos modelo, son conocidos y comecennente
denominados con el nombre de Tritryps. El orden Kinetoplastida se divide en tres
sub—rdenes entre los cuales se encuentra el Trypangomatina que incluye los
microorganismos que poseen un solo flagelo libre o con membrana ondulante. En este
suborden hay una sola familia, Trypanosomatidae, en la cual encontramos varios gZneros

monogenZticos (con un solo huZsped) y gZneros digenZticos cano el Trypanosoma y
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Leishmania que alternan un huZsped invertebrado (en los que habitan en su intestino) y

uno vertebrado (en los que habitan en su sangre).

El tripanosoma objeto de este estudio pertenece a la secci—nEstercoraria y se han
identificado diversos linajes evolutivos mayoritarios del mismo. En la actualidad se acepta
gue existen tres linajes ancestrales, T. cruzi I, T. cruzi Il y T. cruzi lll, y que eventos de
hibridaci—n entre los mismos dieron origen a los linajes misactuales (de Freitas et al.,
2006).

La reciente disponibilidad de los genomas de los tres parfsitos (Berriman et al.,
2005; El-Sayed et al., 2005a; El-Sayed et al., 2005b; Ivens et al., 2005) ha abierto las
puertas a un mejor entendimiento de las bases genZticas y evolutivas de sus
caracter’'sticas compartidas o diferenciales en cuanto a sus estilos de vida o a sus
diferentes formas de parasitismo, as’ como tambiZn, ha brindado la posibilidad de utilizar

toda esta informaci—n para ahondar en la biolog’a de cadauno de ellos.

La enfermedad de Chagas y el ciclo de vida de  Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi es el agente causal de la enfermedad de Chagas en humanos.

La enfermedad es endZmica en algunos pa’'ses latinoamericanos (ver Fig. i.2) con un
promedio de 17 millones de personas afectadas, reporttndose mis de 20.000 muertes
anualmente (Prata, 2001; Dias et al., 2002). La infecci—n aguda puede ser letal, pero la
enfermedad suele derivar en una afecci—n asintomitica cr—nica. Biembargo, en el 25 al
30% de los casos, los pacientes desarrollan algunos s’ntomas como cardiomiopat'a o
lesiones del tracto gastrointestinal, que en celtima instanca llevan a la muerte. La fase
cr—nica se caracteriza por una baja parasitemia aunque los partdis persisten dentro de
las cZlulas y suelen estar asociados a los sitios en donde se ocasionan las lesiones
(Levin, 1996; Brener y Gazzinelli, 1997; Tarleton y Zhang, 1999; Schijman et al., 2004).

El ciclo de vida de Trypanosoma cruzi incluye a 2 huZspedes, por un lado, un
insecto vector intermediario y por otro, un mam’'fero hospedador. El insecto es en el caso
de la enfermedad de Chagas, un triatominio hemat—fago, concido en nuestro pa’s con el
nombre "Vinchuca", y cuyo nombre cient’fico es Triatoma infestans en Argentina, Chile y
Brasil (T. dimidiata en AmZrica Central y R. prolixis en Venezuela y Colombia) (ver Fig. i.
2).
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Figura i.2: La incidencia de las tripanosomiasis. A) Mapa que muestra en color naranja la zona
endZmica de la enfermedad de Chagas. B) Fotograf'a del insecto vector (T. infestans) transmisor
de la enfermedad de Chagas. C) Zona endZmica de la enfermedad del sue—o africana pintada en
marr—n. D) Insecto vector (mosca TseTse) trasmisor de la enfermedad del sue-o africana.

El partsito existe en diferentes formas a lo largo del ciclo de vida (Fig. i.3). Ingresa
al insecto como tripomastigote metac’clico sangu’neo, forma infectiva no replicativa, junto
con la sangre ingerida y ripidamente se transforma en epimastigote que es la forma
replicativa no infectiva en el intestino medio del triatoma. A posteriori, vuelve a
transformarse en tripomastigote metac’clico en el intestino posterior del insecto donde
finalmente sale con las heces evacuadas simulttneamente con la ingesti—n. El huZsped
vertebrado, se rasca por la picaz—n que produce la picadura y as’llos partsitos ingresan a
su torrente sangu’'neo. Una vez en la circulaci—n, los tripomasigotes metac’clicos invaden
cZlulas de varios tejidos diferencifndose dentro ripidamente a la forma amastigote,

replicativa no infectiva.

Luego de varios ciclos de divisi—n, los amastigotes se difeencian a tripomastigotes

sangu’neos que son liberados al torrente sangu'neo por ruptura de la cZlula huZsped.
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Estos pueden infectar nuevas cZlulas o ser ingeridos por el insecto vector cuando
Zste se alimenta de la sangre del mam’fero infectado. Dentro del insecto, los
tripomastigotes sangu’neos provenientes del mam’fero se diferencian a epimastigotes al

llegar al intestino medio del insecto vector, cerrtndose as’ el ciclo.

Existen dos ecosistemas diferentes para T. cruzi; un ciclo selvitico y uno domZstico
gue involucra al humano. Ambos ciclos se conectan mediante peque—o0os mam’feros

infectados (murciZlagos, ratas, ratones, etc.) que migran de uno a otro alternativamente.

Inicialmente, se diferenciaron dos linajes denominados T. cruzi |, asociado al ciclo
selvitico y T. cruzi Il asociado al domZstico (Briones et al., 1999; Zingales et al., 1999).
Sin embargo, en inspecciones posteriores del genoma, combinadas con nuevas tZcnicas
anal’ticas, se demostr— que el linajeT. cruzi Il pod’a a su vez subdividirse en 5 sublinajes
(la-e). TambiZn se determin— la existencia de cepas h’bridas petenecientes a los grupos I/
Il (Brisse et al., 2000; Macedo et al.,, 2004). En la actualidad se acepta que los linajes

ancestrales fueron tres, T. cruzi I, Il y Ill, luego se produjeron al menos dos eventos de

Figura i.3: Representaci—n esquemitica del ciclo de vi da de T. cruzi

hibridaci—n, que involucraron ar. cruzi Il y Il produciendo progenie evolutivamente viable
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en la que el primero fue identificado como el receptor y el segundo como el donante (de
Freitas et al., 2006).

El tratamiento disponible en la actualidad, quimioterapia basada en nitrofurano
(Nifurtimox) y nitroimidazol (Benznidazol), es insatisfactorio por su limitada eficacia en la
fase cr—nica y su toxicidad en pacientes adultos, generfndoleocasionalmente v—mitos,

anorexia y/o alergias (Docampo, 1990).

2. La quimiogen—mica, campo interdisciplinario para el dise—o de nuevas

drogas

Como se mencion— anteriormente en la actualidad existen solodos ffrmacos con
efecto tripanocida, el nitrofurano Nifurtimox (Lampit ) introducido para el uso cl'nico en el
a—0 1965 y el 2-nitroimidazol, Benznidazole (Radanil ) introducido en el a—o 1971. Ambas
drogas presentan importantes efectos secundarios, su aplicaci—nse limita a casos agudos
y la terapia se desarrolla bajo estricto control mZdico e implica muchas veces la
hospitalizaci—n de los pacientes. Por otra parte en los pa@ntes en fase cr—nica, el
tratamiento tripanocida no produce ningcen beneficio y ceniagaente se realizan tratamientos
sintomZticos (Castro et al., 2006). En este momento la situaci—n es considerada cr’tica ya
que desde hace tres dZcadas no hay desarrollo de nuevas drogas que reemplacen a los

antiguos e ineficientes tratamientos contra el Mal de Chagas.

La Organizaci—n Mundial de la Salud a travZs de su programa DR (Special
Programme for Research and Training in Tropical Diseases) plantea seriamente la
bcesqueda de estrategias innovadoras para el descubrimiento denuevas drogas contra
enfermedades tropicales (Nwaka y Hudson, 2006). Esta iniciativa llev— a la creaci—n de
TDR Targets Database (http://tdrtargets.org/) para facilitar la identificaci—n y priorizaci—n

de blancos en pat—genos que causan enfermedades tropicales.

En las celtimas dos dZcadas, se han realizado avances en lasciencias qu’'micas que
han permitido el desarrollo de disciplinas como la qu’'mica combinacional (combinatorial
chemistry). La misma involucra la rfpida s’'ntesis y simulaci—n por computadora de todas
las posibles combinaciones de un set de estructuras qu’'micas peque—as, por ende
relacionadas, permitiendo generar libreras de compuestos. Del mismo modo tambiZn ha
evolucionado la qu'mica sintZtica (synthetic chemistry), que tiene como objetivo fabricar

compuestos puros de estructuras definidas (Bredel y Jacoby, 2004).
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De la integraci—n de estas freas de la qu'mica, con la g@—mica de alto rendimiento
(Ohigh-throughputO) y la bioinformztica, surge la quimiogen—mijazna nueva disciplina que

pretende revolucionar la prictica del descubrimiento de drogas (Bredel y Jacoby, 2004).

La aproximaci—n de la quimiogen—mica, radica en tres componees: 1- una librer'a
de compuestos qu’'micos, ligandos de referencia; 2- un sistema biol—gico representativo
(librer'a de prote’nas blanco, cZlulas u organismos unicelulares) y 3- una lectura confiable
del resultado a travZs de ensayos Ohigh-throughput@Rognan, 2007). El blanco es un
producto gZnico, el ligando es cualquier molZcula capaz de unirse al blanco con cierta

especificidad y modular su actividad.

Este nuevo campo interdisciplinario posee dos asunciones bisicas: 1- compuestos
que posean similitud qu'mica compartirtn blancos similares, 2- blancos que compartan

ligandos similares compartirfn sitios de uni—n similares.

Teniendo en cuenta lo anterior, el elemento clave de quimiogen—mica es el espacio
blanco-ligando, en el cual todos los ligandos son anotados de acuerdo a sus blancos. El
prop—sito de esta clasificaci—n es permitir una exploraci—n baka en la anotaci—n de
dicho espacio (base de datos). Usando esta clasificaci—n, la inbrmaci—n de secuencia
gen—mica de los blancos puede ser directamente asociada con & de ligandos;
permitiendo as’ la identificaci—n entre el espacio de ligamlos disponibles, de aquellos
cuyos blancos posean similitud al de interZs (Fig. i.4) (Savchuk et al., 2004). En

consecuencia, los ligandos serfn a su vez, similares entre s'.

Figura i.4: Identificaci—n de ligandos buscando por ho  molog’as. HTS, High-Throughput
Screen.

Existen varios ejemplos de bases de datos anotadas y curadas como AUR-STORE,
Bioprint, ChemBank, Sertanty, WOMBAT, stARLIiTe, etc (Rognan, 2007).
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Experimentalmente, la quimiogen—mica se puede llevar a cabo @& forma directa o
reversa, dependiendo si la investigaci—n se desarrolla desde fewtipo a blanco o en forma

inversa.

En la quimiogen—mica directa, las bases moleculares de un faotipo deseado son
desconocidas, por ende se lleva a cabo una bcesqueda de fendipo en el organismo
modelo (unicelular) o sobre cZlulas de organismos multicelulares. Los efectos de un
compuesto se ensayan de a uno por varios mZtodos, midiendo actividad celular (divisi—n
celular por ejemplo), expresi—n de reporteros, etc. Solo aquebs que generen el cambio
de fenotipo deseado, son seleccionados para identificar sus blancos (Bredel y Jacoby,
2004). En otras palabras, en esta aproximaci—n los compuestos son idatificados en base
a su efecto fenot’pico en un sistema biol—gico, en lugar deanalizar su capacidad de inhibir
un blanco espec’fico. La boesqueda de fenotipo es dise—adapara revelar una condici—n

novedosa, pZrdida o ganancia de funci—n, y la prote’na o canino afectado.

En forma opuesta, en la quimiogen—mica reversa, las secuencias gnicas de
interZs son clonadas y se expresan como prote’nas blanco, para luego ser analizadas en
paralelo mediante mZtodos Ohigh-throughputO con libreras deompuestos. Esto puede
involucrar ensayos que monitoreen los efectos de los distintos compuestos en los blancos
espec’ficos (como la capacidad para unirse a una prote’na) en determinado camino
celular, o en el fenotipo de un organismo o cZlula (Bredel y Jacoby, 2004). Bastndose en
el concepto de homolog’a SAR (structurebactivity relationship analysis), en el que el grado
de homolog’a de los ligandos determina la similitud en el blanco que unan (Frye, 1999),
los ligandos candidatos que muestren similitud a otro conocido que interacciona con un
miembro de la familia blanco, son por lo tanto, seleccionados para el ensayo. El objetivo

final es entonces identificar nuevos ligandos que interaccionen con el blanco de interZs.

En resumen, la quimiogen—mica plantea la conjunci—n de distias disciplinas con
la idea bisica de acelerar el hallazgo de nuevas drogas. Sin embargo hay que tener en
cuenta que la habilidad de una prote’na de unir un ligando, si bien la hace blanco de una
droga no la vuelve un blanco terapZutico para el tratamiento de una enfermedad. En el
genoma humano por ejemplo, de los ~30.000 genes, ~3000 caen en la categora de
genes cuyos productos son capaces de ser modulados por ligandos. Por otro lado, ~3000
se corresponden con genes modificadores de enfermedades. De la conjunci—n de estas
dos categoras, surgen solo entre ~600-1500 blancos terapZuticos capaces de ser

modulados con drogas (Hopkins y Groom, 2002).
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En este escenario, nos dispusimos a trabajar, inicialmente en la identificaci—n
masiva de pares de interacci—n, con la intenci—n de eventualnmtée someter a dichas
interacciones a rastreos masivos de compuestos en la bcesqueda denuevas drogas

antiparasitarias.

Se ha demostrado previamente que es posible usar con Zxito molZculas peque—as
para interrumpir una interfase de interacci—n enr. cruzi. La triosafosfato isomerasa es una
enzima que dimeriza para funcionar. En un trabajo previo, los autores han demostrado
que la interfase de dimerizaci—n deT. cruzi presenta diferencias con su contraparte
humana que podran ser explotadas como blanco de drogas (Maldonado et al., 1998).
Posteriormente otro grupo demostr— que la molZcula peque—a fcido 3-(2-
benzothiazolylthio)-1-propanesulf—nico une la interfase de ineracci—n y anula la funci—n

con alta selectividad, ya que no afecta el d’'mero humano (Tellez-Valencia et al., 2004).

Otra molZcula peque—a, Dithiodianiline (DTDA), tambiZn interrumpe selectivamente

su funci—n y mata al pargsito en cultivo(Olivares-lllana et al., 2007).

Por otra parte, productos naturales (Salem y Werbovetz, 2006) y qu’micamente
modificados (Lopez et al., 2007) derivados de plantas han demostrado ser una fuente
importante de molZculas peque—as con actividades tripanocidas y feengicas
respectivamente. Nosotros contamos con la biblioteca qu’micamente modificada, cedida
por el Dr. Ricardo Furlan, de la Universidad Nacional de Rosario (UNR), para llevar a cabo

ensayos sobre nuestras interacciones prote’na-prote’na.

Sin embargo, con mecanismos tan diferentes entre estos parisitos y sus
huZspedes mam’feros todav’a hay una falta de disponibilidad de medicamentos
antiparasitarios o tratamientos de la enfermedad (Nwaka y Hudson, 2006).

Por estas razones, en los celtimos a—o0s, mucho esfuerzo se ha centado en la
comprensi—n de estos procesos metab—Iicos en el noecleo con &h e proponer objetivos

viables de drogas.

Caracter’sticas at’picas de los Trypanosomitidos que lo s distinguen de otros

eucariotas.

Los tripanosomas poseen como una de sus caracter’'sticas distintivas una
arquitectura del genoma mitocondrial cenica (Liuet al., 1998; Lukes et al., 2005). Su ADN

mitocondrial se denomina kinetoplasto y estf constituido por dos tipos de molZculas:
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maxic’'rculos y minic’rculos. Los minic’rculos son molZculas circulares de
aproximadamente 1 Kb de tama-o0 que estin enlazadas como cadenas formando una red.
Los maxic’rculos esttn en menor cantidad y contienen la mayor parte de la informaci—n
genZtica mitocondrial, unos pocos genes como los de ARN ribosomales y los
correspondientes a las subunidades de los complejos respiratorios. Cabe recalcar que, los
transcriptos primarios deben ser previamente editados por inserci—n y/o deleci—n de
uridinas, un proceso denominado OEditingd controlado por numesms ARNs gu'as
codificados en los minic’rculos (Simpson et al., 2004; Lukes et al., 2005) para finalmente

dar origen a ARNs maduros y funcionales.

Otra de las caracter’sticas distintivas de este grupo, la constituye la presencia de
un grupo de organelas conocidas como glicosomas. Se ha observado que la mayor’a de
las enzimas glicol'ticas de los kinetopltstidos flagelados, se localizan en estas organelas
especializadas unidas a la membrana (Opperdoes y Borst, 1977). El glicosoma es
energZticamente hablando, la contraparte del kinetoplasto. Cuando el parisito entra al
torrente sangu’'neo del mam’fero hospedador, encuentra un medio muy rico en glucosa,
por lo que adapta su metabolismo hacia una glic—lisis altanente eficiente y reprime por
completo las funciones del kinetoplasto (mitocondriales/respiraci—n). Mediante la
compartimentalizaci—n de las siete primeras enzimas glicol'ticasy dos enzimas del
metabolismo de glicerol (en otros organismos comoenmente citos—licas))Jas formas
sangu’neas incrementan notablemente la tasa de glic—lisis mdiendo sobrevivir con la

energ’a proveniente del pasaje de glucosa a piruvato.

Expresi—n y organizaci—n genZtica

La expresi—n gZnica en todos los eucariotas es supervisada pr varios mecanismos
de regulaci—n. Entre estos mecanismos se incluyen: la estimulaci—Amhibici—n del inicio de
la transcripci—n en regiones promotoras, el splicing o corte y emplme del pre-ARNm, el
clivaje y la poliadenilaci—n del extremo 3«, la exportaci—reHARN maduro, la estabilidad
de los mensajeros, la degradaci—n de mensajeros, etc., entre atos tantos. Como veremos
mis adelante, los trypanosomas resultan asombrosos en varios de estos

aspectos.
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Organizaci—n gen—mica en tripanosomas

La secuencia completa del genoma de T. cruzi fue llevada a cabo como parte del
proyecto de obtenci—n de los genomas de los Tritryps. El mismo rguiri— un esfuerzo
internacional que incluy— a TIGR (The Institute for Genoni Research, USA), SBRI
(Seattle Biomedical Research Institute, USA), Sanger centre (UK) y Karolinska Institute
(Suecia) conocidos colectivamente como OThe TriTryp Genome Consortium@Berriman et
al., 2005; El-Sayed et al., 2005a; El-Sayed et al., 2005b; Ivens et al., 2005).

En particular, el ensamblado de los contigs generados para T. cruzi requiri— de gran
esfuerzo y tiempo, en parte, por la gran cantidad de secuencias repetitivas presentes en el
genoma. El mismo fue completado de manera parcial a fines de junio del 2004. Se
ensamblaron 67,2 Mb en un total de 8.780 scaffolds. Sin embargo, considerando que la
estimaci—n del tama—o del genoma deT. cruzi es de aproximadamente 40 Mb, se lleg— a
la conclusi—n de que la cepa usada como referencia en el proyeab, CL-Brener, elegida
por se la mis caracterizada, es un h’brido entre los linajes T. cruzi | y T. cruzi Il. Este
descubrimiento hizo que sea necesario secuenciar la cepa Esmeraldo con una cobertura

2.5X, para poder distinguir los dos haplotipos que conforman CL-Brener.

Finalmente el grado de cobertura para la cepa h’brida fue de 19X, uno de los
mayores abarcados para un genoma eucariota. EI ncemeo final de secuencias

codificantes anotadas en GENEDB (www.genedb.org) fue de 11943, mucho mayor, al de

Tabla i.1: Generalidades de los genomas de los tres k  inetopltstidos modelo.
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T. brucei (8976) y al de L. major (7678).

En la tabla i.1, conteniendo una recopilaci—n de informaci—n acerca de los genomas

de los tres kinetopltstidos secuenciados, se pueden ver algunas generalidades.
Expresi—n genZtica en Trypanosomas

En Trypanosomas, los genes codificantes para prote’nas no poseen intrones de
clase Il, a excepci—n del gen de la prote’na PAP (Poli(A) polnerasa) ademis de otro ORF
con funci—n acen desconocida perteneciente a la familia deas ODEADboxO helicasas (Mair
et al., 2000; Ivens et al., 2005), y se encuentran generalmente asociados formando
densas agrupaciones denominadas PTUs (Policistronic Transcription Units, unidades de

transcripci—n policistr—nicas).

La organizaci—n de la informaci—n gZnica en trypanosomas se aseeja a los
operones bacterianos (ver Fig. i.5), es decir, los genes codificantes para prote’nas se

encuentran uno a continuaci—n del otro separados por Regioes IntergZnicas (RI)

Figura i.5: Organizaci—n gZnica en trypanosomas . A) Esquematizaci—n del proceso de
Trans-splicing y poliadenilaci—n. Formaci—n de un ARNm conteando el ORF 1 a partir del pre-
ARNmM policistr—n, que contiene varios otros ORF. Luego de sgesivos mecanismos de Trans-
splicing/poliadenilaci—n, todos los genes presentes en ¢ policist—n se separan y quedan en
condiciones de ser exportados al citoplasma para su traducci—nLa maquinaria que lleva a cabo
este proceso se indica con ?? debido a que poco se sabe de ella, la misma se unir'a al tracto de
pPY presente en la regi—n intergZnica. B) Secuencia t'pica de ma regi—n en trypanosomas.
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peque—as (150-500 nt) muy bajas en contenido G+C. Sin embargo, a diferencia de las
bacterias, las unidades transcripcionales no comparten un patr—A regulatorio comaen, ni los
genes se agrupan por funciones relacionadas (Clayton, 2002a; Monnerat et al., 2004)
(Martinez-Calvillo et al., 2004; Monnerat et al., 2004).

Otra particularidad de los kinetoplfstidos es la ausencia aparente de promotores
para la ARN polimerasa Il que dirijan la transcripci—n de lasmencionadas PTUs. Si bien
no se hallaron promotores, recientemente se ha descripto y caracterizado en T. bruceli, la
existencia de una prote’na del tipo TBP (TATA binding protein, del inglZs, prote’na de
uni—n a TATA), (Ruanet al., 2004). Se demostr— que esta TBP es reclutada tanto al
promotor Pol | del gen del SL-ARN (ARN de la secuencia I'der) como a las unidades

transcripcionales Pol | y Pol 11.

Acen as’, se ha observado que la mayor’a de los genes codificantes para prote’nas
son transcriptos con una actividad polimerasa sensible al tratamiento con ! -amanitina,
t'pico de la transcripci—n por ARN polimerasa Il (Donelsonet al., 1999). A pesar de la
carencia de promotores ARN pol Il reconocibles, la transcripci—n espredominantemente
unidireccional (Clayton, 2002a). Se ha postulado que existen solo uno o0 unos pocos sitios
de inicio de la transcripci—n por cromosoma. El cromosoma | del.. major es un excelente
ejemplo de esto. Posee 270 kpb de longitud, posee 79 genes, 50 de ellos se transcriben
hacia un tel—mero mientras que los restantes lo hacen haciael otro lado en ambos casos
como PTUs (Martinez-Calvillo et al., 2003).

El cenico caso en el que se ha determinado transcripci—n asociada un promotor
ARN polimerasa Il es en los genes que codifican para el SL-ARN, cuya secuencia no
codifica para prote’na alguna sino que constituye un ex—n q& se acopla en trans a todos
los ARNm del parisito (Campbell et al., 2000). EI SL-ARN se encuentra organizado en un
tandem de casi 200 genes en un cluster cenico en el genomade los tripanosomttidos, en

donde cada gen del cluster contiene su propio promotor.

A pesar de la ausencia de secuencias consenso promotoras para la ARN
polimerasa Il, han sido encontrados promotores para la ARN polimerasa | y lll. Los
primeros dirigen tanto la transcripci—n de ARNr como de glicopra¢’'nas variables de
superficie en T. brucei (Vanhamme y Pays, 1995). Los segundos dirigen la transcripci—n
de algunos snARN y de ARNt (Nakaar et al., 1994; Nakaar et al., 1997)
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Luego de la transcripci—n, el pre-ARNm es procesado por trans-sgting y clivaje
seguido de poliadenilaci—n. Conjuntamente con el trans-spting de un dado ORF en el
extremo 5«, se da el clivaje y la poliadenilaci—n del extrem@« del ORF ubicado r'o arriba
del primero, estos dos procesos son dependientes y estin f'sicamente acoplados
(Matthews et al., 1994). Una vez procesado el ARNm necesita ser exportado al citoplasma

para ser eficientemente traducido o enmascarado hasta que la traducci—n sea necesaria.

Se ha visto que el trans-splicing puede ser regulado por mceliples factores. Se han
descripto previamente en la literatura, lo que se conoce como Oesimuladores ex—nicosO

tanto en T. cruzi como en T. brucei (Lopez-Estrano et al., 1998; Ben-Dov et al., 2005).

Otro hallazgo interesante demostr— recientemente que existe madraci—n del pre-
ARNmM en dos pasos. Es decir, policistrones que por trans-splicing, clivaje y
poliadenilaci—n dan lugar a dicistrones intermediarios queeventualmente dan lugar a
ARNmM monocistr—nicos (Jageret al., 2007). Este podr'a ser un mecanismo alternativo de
regulaci—n de la expresi—n gZnica, en el que ciertos sitiogle trans-splicing son

enmascarados, dando lugar mis tarde a monocistrones maduros y activos.

Por otra parte, tambiZn se han reportado eventos de splicing alternativo en T. cruzi.
El gen Lytl, codificante de una prote’na involucrada en la v'a I'tica, produce 3 variantes de

su ARNm por splicing alternativo (Manning-Cela et al., 2002).

Todos estos datos nos conducen a plantearnos de quZ forma se regulan los genes
codificantes para prote’nas en estos parisitos. Hasta el momento, todos los resultados
indican que el control de la expresi—n gZnica ocurre exclusivamerg a nivel post-
transcripcional, a diferencia de los genes mam’feros que poseen una importante

regulaci—n a nivel transcripcional para el encendido o apaga® de genes diferencialmente.

En este contexto, la regulaci—n post-transcripcional puede ocurrira diferentes

niveles:

' Procesamiento de los pre-ARNm policistr—nicos por trans-splicing/ pliadenilaci—n

(complejo trans-spliceosoma /poliadeniloma)

I Exportaci—n del ARNm desde el ncecleo al citoplasma (ejc?)
I Estabilidad y traducibilidad de los ARNm en el citoplasma.

I Modificaciones post-traduccionales de las prote’'nas
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' Mecanismos de degradaci—n proteica

Prote’nas, motivos y dominios involucrados en el proce samiento de ARN .

La regulaci—h de los procesos biol—gicos requiere especificidad en el
reconocimiento molecular. Las prote’'nas de uni—n a fcidos mcleicos son un excelente
ejemplo de esto. El reconocimiento espec’fico puede estar dado por la interacci—n entre
secuencias definidas de nucle—tidos y prote’nas con una séectividad de uni—n muy
estricta. Un ejemplo muy conocido de este tipo de interacci—nes el que se da en
miembros de la familia de prote’nas PUF, las cuales juegan un rol muy importante en la
regulaci—n del desarrollo en una amplia variedad de especies.Estas prote’'nas tienen
influencia sobre la estabilidad o la eficiencia de traducci—A de ciertos ARNm a travZs del
pegado espec’fico a regiones 3«-UTR (untranslated regions, regones 3« no traducidas)
(Auweter et al., 2006; Cheong y Hall, 2006; Gupta et al., 2008). Sin embargo, en la
mayor'a de los casos conocidos hasta el momento, el reconocimiento se da por un
contacto dependiente de la estructura y no de la secuencia del dominio proteico

involucrado.

Se conoce como dominio proteico a un m—dulo de la prote’na gie habitualmente
posee caracter’sticas estructurales (estructura terciaria) y funcionales independientes, con
un tama—o variable, que promedia los 145 aminotcidos (Bornberg-Bauer et al., 2005). Por
otra parte, se conoce como motivo proteico a una serie de residuos conservados lineales

(estructura primaria), no necesariamente pertenecientes a un mismo dominio (ver Fig. i.6).

Figura i.6: Motivos vs. Dominios proteicos
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Se han caracterizado hasta la actualidad un noemero importante de dominios
diferentes, agruptndoselos en familias y superfamilias. Segcenla base de datos de Pfam,
el numero de familias alcanza alrededor de 9300 (Bateman et al., 2002). Estos dominios
estin organizados en bases de datos libres en la red (Finn et al., 2006; Letunic et al.,
2006).

La mayor’'a de las prote’nas conocidas poseen varios dominios, cada uno de ellos

con un origen evolutivo y una funci—n distinta.

Dentro de las familias de dominios mifs conocidos involucrados en interacciones
Prote’na-c¢cido Nucleico se encuentran los dominios RRM. Los domi nios RRM can—nicos,
con funci—n de pegado a ARN, han sido ampliamente estudiads. Su estructura mis
conservada consiste en una secuencia de 8 residuos denominada RNP-1 ([RK]-G-[FY]-
[GA]-[FY]-[ILV]-X-[FY] y una regi—n r'o arriba denominada RNP-2 ([INM]-[FY]-[ILV]-X-N-L)
junto con algunos otros residuos conservados conteniendo el dominio completo
aproximadamente 80-90 aminoicidos que forman 4 hojas " antiparalelas con dos ! -
hZlices empacadas contra ellas d¥ndole al dominio una topolog’a tipo !" (" 1-1 A-"2-" 3-
I B-" 4) (Kielkopf et al., 2004; Lunde et al., 2007) (Ver Fig. i.7).

Figura i.7: El dominio RRM
El esquema muestra el consenso en la secuencia de aminofcidos del dominio RRM obtenido en
el sitio web: http:weblogo.berkeley.edu/logo.cgi

Dentro de este grupo de dominios, existe un subgrupo cuya funci—n es el
reconocimiento de motivos proteicos y no fcidos nucleicos y se lo conoce como la familia
de los UHMs (U2AF homology motif, del inglZs, motivos con homolog’a a U2AF) (Kielkopf
et al., 2004), por su similitud con los dominios RRM caracterizados estructuralmente para
el heterod’'mero U2AF, involucrado en las etapas tempranas del splicing (Kielkopf et al.,
2001; Selenko et al., 2003). La secuencia caracter'stica de un dominio UHM incluye
btsicamente, residuos divergentes dentro de los motivos RNPs caracter’sticos; una
secuencia del tipo R-X-F r'o abajo del RNP1-1, y residuos fcidos cr’ticos que reconocen

conjuntamente el residuo W y la carga positiva de la prote’na ligando.
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Un esquema muy simplificado de la diferencia en el reconocimiento se presenta en
la figura i.8.

Otro grupo de dominios muy ubicuo de uni—n a fcidos nucleos es el de los dedos
de zinc. Este grupo es en realidad una gran familia que se subdivide en varios grupos
segcen el tipo de motivo que presenta para coordinar el ftomode Zinc: podramos
mencionar los de tipo C-X7-C-X5-C-X3-H (tambiZn llamados CCCH), los C-X2-C-X4-H-
X4-C (llamados CCHC) y CCHH, entre los mts conocidos. Estos dominios suelen estar
presentes en varias copias dentro de la prote’na que los porta y en general, el pegado
resulta cooperativo contribuyendo a la fuerza y especificidad de la interacci—n entre la

prote’na y el fcido nucleico. Los dominios del tipo CCHH son los elementos de uni—n a

Figura i.8: Representaci—n esquemitica de las diferenci  as entre los residuos claves de los
UHMs en comparaci—n con los RRM can—nicos .

A) El dominio RRM de la prote’na U1A reconoce ARN, en particulas la arginina del RNP-1
reconoce el fosfato del ARN, la base del nucle—tido se enca en la tirosina (Tyr) del RNP-2 y da
lugar a un ncecleo hidrof—bico. B) Vista de las estructura URF65-UHM/SF1-ligando. La isoleucina
(lle) del RNP-2 encaja con el tript—fano (Trp) del ligando.Se ha predicho que los peque—os
residuos aliffticos ser'an incapaces de formar uniones estables con ARN. Figura adaptada del
paper: (Kielkopf et al., 2004)

ADN mis abundantes en eucariotas. Su estructura consiste de una ! -hZlice y una hoja-"

gue se mantienen unidas por un ftomo de zinc (Fig. i.9A). Los dominios del tipo CCHC
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estfn involucrados en interacciones con ARN por interacciones hidrof—bicas. En general,
poseen un ftomo de zinc central flanqueado por dominios flexibles en los extremos N y C-

terminal (ver Fig. i.9B).

Los dominios dedos de zinc con el motivo CCHH pueden utilizar los mismos
residuos para reconocer tanto ADN como ARN, las diferentes estructuras de estas
molZculas dictan un rearreglo estructural distinto del dominio sobre el templado. Por su

parte, los del tipo CCCH unen casi exclusivamente ARN (Lunde et al., 2007).

En muchos casos, la especificidad puede darse entre secuencias degeneradas de
fcidos nucleicos que unen prote’'nas cuyas actividades biogu’'micas son consideradas

como no espec’ficas.

Figura i.9: La Familia de dominios dedos de zinc.
A) El dominio CCHH del factor de transcripci—n humano 1SP1 (Narayaret al., 1997). B) Prote’'na
de la nucleoctpsode del virus de HIV (INC8) (Kodera et al., 1998)
Como ya se mencion—, los pre-ARNm sufren una serie de reacciones de
procesamiento. Cada uno de estos pasos esta interconectado de alguna forma con el
siguiente, y por ejemplo, una prote’na podr’a participar alternativamente en mfs de uno

de estos pasos en distintas maquinarias influyendo en uno u otro proceso.

La secuencia del ARNm y su complemento de prote’nas unidas, el mRNP
(messenger ribonucleoprotein particle, del inglZs, part'cula ribonucleoproteica) son en
realidad, el blanco real de regulaci—n de la expresi—n gZta a nivel post-transcripcional, el

cual dicta el destino de un dado ARNm. Este mRNP es cenico paa cada ARNm individual y
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va cambiando a medida que la part’cula migra desde el ncecleoal citoplasma (Singh y
Valcarcel, 2005).

Por celtimo, cerramos esta parte haciendo menci—n a algunas carder’sticas
peculiares halladas en los kinetopltstidos. Si bien el nognero total de dominios RRM
hallado es similar al de otras especies, se han encontrado en los genomas de los tres
representantes del orden, una mayor cantidad de prote’nas peque—as conteniendo
cenicamente un dominio RRM. TambiZn, en los tres kinetoplistlos se ha encontrado
sobre-representado el grupo de dominios dedos de zinc del tipo CCCH si se lo compara
con otros organismos y sub-representado el de los dominios del tipo CCHH. Todo esto
resulta coherente si se tiene en cuenta que estos organismos, COMo ya mencionamos,
pricticamente no poseen regulaci—n a nivel del inicio de laranscripci—n y la regulaci—n de

la expresi—n gZnica reposa principalmente a nivel post-transcripcioal.

Dominios WW

Los dominios WW son peque—0s m—dulos proteicos que media interacciones
prote’na-prote’na reconociendo motivos pept'dicos ricos en prolina (Kay et al., 2000).
Estin altamente conservados, solo se encuentran en eucariotas y presentes en diversas
prote’nas, contextos subcelulares y redes metab—Ilicas. En humana, sus disfunciones se
han involucrado en meeltiples enfermedades genZticas como Cincer, Alzheimer,
Huntington (Sudol y Hunter, 2000; Zarrinpar et al., 2003). Por su relevancia en
enfermedades humanas, el dominio se encuentra muy bien caracterizado e incluso se han
encontrado molZculas peque—as naturales y derivados sintZticos que inhiben la
interacci—n de WW con sus ligandos prolina (Oneyamaet al., 2002; Oneyama et al.,
2003). La primera estructura de un dominio WW fue la de la prote’na humana Yap,
dilucidada por RMN (Macias et al., 1996). Al poco tiempo y a travZs de rayos X, se
resolvi— la estructura de Pinl (Ranganatharet al., 1997). En el a—o 2000 Huang, X. et al.,
determin— la estructura del dominio WW de la distrofina en conplejo con su ligando, el
motivo P-P-X-Y del " -distroglicano. Esta interacci—n es esencial para la formaci—n del
complejo distrofina (Rentschler et al., 1999), y su interferencia puede resultar en la

distrofia muscular de Duchenne o Becker (Roberts et al., 1994).

Los WW son dominios modulares muy compactos que abarcan 35 D 45 residuos.

Una de las caracter’sticas distintivas y que le otorga su nombre, es la presencia de 2
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tript—fanos altamente conservados y espaciados entre s’ por ®-22 aminoicidos, los que
juegan un papel importante en la estructura y la funci—n @l dominio (Kay et al., 2000). En
el espacio adoptan una estructura compacta globular, constituida por tres hojas beta
antiparalelas (Huang et al., 2000). En el centro del dominio, hay un surco aromitico
altamente conservado que contiene una tirosina (Y) y un tript—fano (W). A travZs de esta
regi—n se estabiliza la uni—n al motivo X B P, presente eindo motivo rico en prolinas (Fig.
i.10).

El dipZptido X-P, a su vez, es capaz de unirse al dominio WW en orientaci—n N- o
C- terminal. Los dominios WW poseen dos lazos (loops) que separan las tres hojas beta
entre s’ (Fig. i.10).

A travZs de los lazos, variables en su secuencia, y regiones vecinas a los residuos
del surco aromitico, es que se establece la especificidad de los dominios WW por sus
ligandos (ver Fig. i.10). Incluso dominios vecinos de la propia prote’na pueden determinar

la estabilidad de la interacci—n, por ejemplo la interacciw-del distroglicano con la distrofina

Figura i.10: Modelo molecular de los dominios WW de Pinl y de la Distrofina, y sus
ligandos. Se detallan en violeta los lazos |, en naranja los lazos I, y el surco de uni—n al motivo
central X-P de sus ligandos con un recuadro blanco. (Zarrinpar y Lim, 2000)

requiere tanto del dominio WW como de un dominio adyacente EF (los dominios EF unen
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Ca?*). De esta forma los dominios WW discriminan a los motivos prolina a travZs de las
secuencias que rodean al motivo X-P, quedando as’ definida la especificidad de la uni—ny

su orientaci—n (Zarrinpar y Lim, 2000; Zarrinparet al., 2003; Russ et al., 2005) (Fig. i.11).

Los dominios WW en consecuencia, se clasifican en 5 grupos segcen las
secuencias de los motivos pept'dicos blanco: grupo 1 (PPPPY), grupo 2 (PPPPPPL/RP),
grupo 3 ((PxxGMxPP)N), grupo 4 une (Fosfo-S/T)P y grupo 5 (Rx(X)PPGPPPxR). Esta
clasificaci—n se realiz— en base a informaci—n de las secuencia® los lazos como se
mencion— antes, pero tambiZn determinaciones experimentales en rastreos con
bibliotecas de pZptidos ricos en prolinas (Kay et al., 2000; Otte et al., 2003; Kato et al.,
2004; Peng et al., 2007).

Figura i.11: Alineamiento de dominios WW de humanos . Se resaltan los residuos aromiticos
gue conforman el surco X-P (Amarillo), los residuos variables de los lazos | y Il (violeta y naranja
respectivamente) (Zarrinpar y Lim, 2000).

Interactomas

Frente a un est'mulo externo, la activaci—n de un receptor cdular por su ligando, es
en general el primer paso en una cascada de eventos que conllevan a una respuesta
celular espec’fica (Hunter, 2000). La se—al es propagada dentro de la cZlula, por caminos
de transducci—n de se—ales espec’ficos, mediados por interaccioms prote’na B prote’na
(Pawson y Scott, 1997). Estas interacciones por lo tanto, definen los mecanismos que

subyacen a las funciones celulares. El desarrollo de redes de interacciones (interactomas)
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representa una aproximaci—n a la comprensi—n de los mecanismos destas funciones.
Por otro lado, el posicionamiento de prote’nas codificadas por genes relacionados con
enfermedades en estas redes, puede ayudar a determinar los mejores candidatos para
dirigir terapias. Un interactoma entonces, se define como el conjunto de interacciones
prote’na-prote’na que ocurren en una cZlula. A diferencia del genoma, el interactoma es
dintmico en tiempo y espacio celular (Bonetta, 2010). Las representaciones grtficas
conforman redes que permiten visualizar a las prote’nas como nodos (c’rculos),
vinculadas por conectores que representan sus interacciones funcionales (rayas) (Fig. |i.
12).

Figura i.12: Representaci—n grifica de un interactoma de  Saccharomyces cerevisiae
Obtenido de Barabztsi and Oltvai 2004, a partir del trabajo de Uetz, P. et al. 2000. Este mapa fue

ampliado en trabajos posteriores.

La caracter’stica btsica de un nodo es su grado K, que se define como el neemero
de conectores anclados a ese nodo. En base a esta medida, las redes se pueden
clasificar como dirigidas o no dirigidas. En una red no dirigida el nodo A tiene un grado k

determinado (Fig. i.13a). En redes en donde la interacci—n tiene una direcci—n
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determinada hay un grado de entrada, que denota el numero de interacciones que
apuntan hacia un nodo, y un grado de salida que se corresponde con el numero de

interacciones que emergen de ZI (Fig. i.13b) (Barabasi y Oltvai, 2004).

Figura i.13: Clasificaci—n de las redes en no direcci onadas (a) y direccionadas (b).
(Barabasi y Oltvai, 2004)

Por otro lado existen tres modelos de redes que permiten, a simple vista, entender
caracter’sticas del interactoma. Las redes pueden ser aleatorias, de escala libre o
jerfrquicas (Fig. i.14). En el caso de redes de regulaci—n gZita por ejemplo, las

interacciones son direccionales y jerfrquicas. Por el contrario, las redes de prote’nas son

de escala libre (Barabasi y Oltvai, 2004).

Figura i.14: Esquemas representativos de redes aleatoria s, de escala libre y jerfrquicas.
(Barabasi y Oltvai, 2004)
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Otra medida para caracterizar la topolog’a y clasificar una red, es el grado de
distribuci—n P(k), obtenido de contar el nhcemero de nodos qu@oseen el mismo grado N
(k), dividido el ncemero total de nodos (N). Una distribuci—nelPoisson de los valores de P
(k), es indicativo de una red de escala libre. En este caso, los grados de los nodos no son
iguales, muchos nodos interaccionan con pocos Yy pocos interaccionan con muchos
nodos. Estos celtimos se denominan concentradores (hubs), justameng porque concentran
la mayor cantidad de interacciones que comprenden la red (Barabasi y Oltvai, 2004). El
knock-out de genes que codifiquen para concentradores, o directamente la irrupci—n de la
interacci—n prote’na-concentrador, tiene tres veces mis probabidad de ser letal, que el

de prote’nas con menor ncemero de interacciones (Jeonget al., 2001).

En la actualidad se dispone de dos aproximaciones para la detecci—n de
interacciones prote’na- prote’na, por un lado tZcnicas que involucran la medici—n directa
de interacci—n f'sica entre dos prote’nas (aproximaci—n binariay por otro, aquellas que
miden interacci—n entre grupos de prote’nas, que pueden notener un contacto f'sico
directo (mZtodos co-complejos) (Bonetta, 2010). El mZtodo binario mis frecuentemente
utilizado es el sistema de doble h’brido en levaduras, que ha sido adaptado al rastreo a
gran escala (high-throughput screening). Otro mZtodo binario es el LUMIER
(luminescence-based mammalian interactome mapping), una aproximaci—n ambiZn a
gran escala, en la que la enzima luciferasa de renilla se fusiona a una prote’'na anzuelo.
Esta prote’na fusi—n es expresada en una cZlula de mam’fero, @nde se encuentran los
blancos candidatos marcados con el polipZptido etiqueta, Flag. Se utiliza un anticuerpo
Flag para inmunoprecipitar todas las prote'nas con la etiqueta, y todas las que
interaccionen con ella. Las interacciones entre la prote’na y la presa marcada con el Flag,
se detectan por la emisi—n de fluorescencia (Barrios-Rodileset al., 2005). En lo que
respecta a los mZtodos co-complejos, el mis utilizado es la co-inmunoprecipitaci—n
acoplada a espectrometra de masas. Ademifs de mZtodos emp’ricos, tambiZn se han
utilizado tZcnicas computacionales para predecir interacciones, en la base de factores

como la estructura y la composici—n aminoac’dica.

Las interacciones prote’na- prote’na son el material crudo para la construcci—n de
la red. Se deben combinar datos de otras fuentes, como ser expresi—n gZnica, co-
localizaci—n celular de prote’nas, informaci—n genZtica y otsodatos si se disponen, de
caminos metab—Iicos y de se-alizaci—n (Bonetta, 2010). Existen dses de datos de
interacciones proteicas, como DIP (http://dip.doe-mbi.ucla.edu), BioGRID, IntAct

(www.ebi.ac.uk/intact) y MINT (http://mint.bio.uniroma2.it) y por otro lado en internet hay
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herramientas, como por ejemplo GeneMANIA (www.genemania.org), que permiten buscar
e integrar distintos tipos de informaci—n y visualizar el reultado en una red. En lo que
respecta a los dominios WW, en trabajos realizados en levaduras y humanos unas pocas
prote’nas con estos dominios, mostraron ser capaces de unir cientos de prote’nas
diferentes con dichos motivos. De esta forma, sirven de base para el ensamblado de
redes multiproteicas, al interaccionar con sus ligandos ricos en prolina. En particular, la
implicancia en diversos procesos metab—licos dentro de la cZlula(ingham et al., 2005),
plantea el desarrollo de una red de este tipo en T. cruzi, como base para la boesqueda de
pares de interacci—n que puedan ser potenciales blancos dedrogas anti-parasitarias. La
selecci—n de candidatos debe cumplir con tres conceptos primarig: 1) deben ser
esenciales para el partsito, 2) deben estar ausentes o mostrar diferencias con la
contraparte humana, 3) deben ser blancos de drogas (druggability index mayor a 0.6
segceen TDRTARGETS.org).
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MATERIALES Y MfTODOS
Materiales

Soluciones

a) Soluciones generales

¥ Acetato de Sodio 3M pH 5,2 (1 I): 408,1 gr acetato de sodio-3H20O; 800ml H20O;
llevar a pH 5,2 con fcido acZtico glacial; autoclavar.

¥ BrEt: 10 mg/ ml.

¥ Buffer de siembra 6X (ADN): 60% Glicerina; 0,25% azul de bromofenol; 0,25%
xilencianol.

¥ Buffer Z: 60mM NazHPO4,40 mM NaH2PO4, 1ImM MgSOQOa, 10mM KCI; autoclavar.

¥ Buffer citrato: 0.1M citrato de Na, 0.1 M fcido c'trico. LIevar a un volumen final de 1
litro. Ajustar a pH 5,5.

¥ Cloroformo: Isoam’lico: 24 ml de cloroformo:1ml de alcohol isoam’lico.
¥ DAPI stock: 1 mM (PM: 350). Guardar a B 20{C en papel mettlico.
¥ Dextran sulfato: 1% dextran-sulfato en buffer citrato.

¥EDTA 0,5 M pH=8 (250 ml): EDTA 46,53 gr; H-O 175ml; agitar con calor; llevar a
pH 8 con NaOH 10N; completar con H2O y autoclavar.

¥ IPTG 100 mM: 0,24 mg/10 ml.

¥ PBS (10X): NaCl 8 p/v; KCI 0,2%; NazHPO4 1,4%; KH2PO4 0,24%, ajustar a pH
7,4.

¥ PBS-TW: Tween 20 0.05% en PBS 1X.
¥ TBS: Tris-HCI pH 7,4 50mM, NaCl 150 mM.
¥ TBS-TW: tween 20 0.05% en TBS 1X.

¥ TAE 50X (1 I): Tris base 242 gr; Ac. acZtico glacial 57,1 ml; EDTA 0,5M, pH 8,
100ml.

¥ TBE 10X (1 I): Tris base 108 gr; fcido b—rico 55 gr; EDTA 0,5 M, bl 8, 40 ml.
¥ TE: 10 mM Tris-HCI pH 8; 1mM EDTA pH 8.

¥ TMB (100 ml): 300mg TMB, 72ml DMSO, 18 ml de glicerol, 10 ml citrato pH 5,5
0,1M
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¥ Tris-HCI 1M pH 8 (1 I): 121 gr Tris Base; 700 ml H20O; llevar a pH con HCI,
completar con H20.

¥ X-gal 2%: 200 mgr en di-metilformamida. Conservar a B20{C en oscuridad.

b) Soluciones para minipreparaci—n de ADN plasm’dico
¥ | : Glucosa 50mM; 25 mM Tris-HCI pH=8; 10mM EDTA pH 8 (Autoclavar)
¥ 1I: NaOH 0,2N; SDS 1%

¥ 111 (100 ml): 60 ml acetato de potasio 5M; 11,5 ml ac. acZtco glacial; H.Od 28,5 ml

c) Buffers para purificaci—n de prote’nas en condiciones desnaturalizantes
¥ Soluci—n Stock A (10X): 200 mM NaHPO4, 5 M NaCl
¥ Soluci—n Stock A (10X): 200 mM NaHPO4, 5 M NaCl

¥ Buffer de lisis desnaturalizante pH 7.8: 6 M CHsCIN3 (Hidrocloruro de Guanidina);
20 mM fosfato de sodio, 500 mM NaCl, pH 7.8. (Para 100ml, tomar 0.58ml de la soluci—n
stock A (10X) + 9.42ml de soluci—n stock B (10X) + Hidrocloruro deGuanidina 57.3g +
80ml agua destilada, agitar hasta disolver completamente con calor B 50-60C B vy
ajustar pH 7.8. Se puede filtrar).

¥ Buffer de pegado desnaturalizante pH 7.8: 8 M Urea, 20 mM fosfato de sodio, 500
mM NaCl, pH 7.8. (Para 100ml, tomar 0.58ml de la soluci—n stak A (10X) + 9.42ml de
soluci—n stock B (10X) + Urea 48.1g + 80ml agua destilada,agitar hasta disolver
completamente con calor B 50-60{C B y ajustar pH 7.8. Se puede filtrar)

¥ Buffer de lavado desnaturalizante pH 6.0: 8M Urea, 20 mM fosfato de sodio, 500
mM NacCl, pH 6.0. (Para 100ml, tomar 7.38 ml de la soluci—nstock A (10X) + 2.62 ml de
soluci—n stock B (10X) + Urea 48.1g + 80ml agua destilada,agitar hasta disolver
completamente con calor B 50-60{C B y ajustar pH 6.0. Se puede filtrar)

¥ Buffer de elusi—n desnaturalizante pH 4.0: 8M Urea, 20 mMfosfato de sodio, 500
mM NaCl, pH 4.0. (Para 100ml, tomar 10ml ml de la soluci—n sbck A (10X) + Urea
48.1g + 80ml agua destilada, agitar hasta disolver completamente con calor B 50-60C
b y ajustar pH 4.0. Se puede filtrar)

d) Soluciones utilizadas en electroforesis de prote’nas y en Western Blot

¥ Gel de acrilamida separador 15 % (12,5 ml): 500 ml/I acrilamida 30% p/v, 86 ml/|
N,NO- metilenbisacrilamida 1% p/v, 50 ml/l Tris-HCI, pH 8,8L,5 M. Esta mezcla es
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estable por una semana a 4{C. Se agrega justo antes de usar, 63ul de persulfato
de amonio 10% y 6.3 pl de TEMED.

¥ Gel de acrilamida concentrador: 25 ml / 150 ml acrilamida 30% p/v, 20 mI/150 ml
N,NO- metilenbisacrilamida 1% p/v, 18,75 ml/150 Tris-HCI pH6,8 1M. Esta mezcla es
estable por varios meses a 4.

¥ Buffer de siembra 3X: Tris-HCI (pH6.8) 240mM, SDS 6%pl/v, glicerol 33% v/v, una
gota de azul de bromofenol. Justo antes de usar se agrega "-MeOH a una
concentraci—n final de 5% vi/v.

¥ Buffer de corrida: glicina 385 mM, Tris base 50mM, SDS 0.1% p/v

¥ Buffer de transferencia para Western Blot: 350 ml H20 dest., 50 ml Tris-glicina 10X,
100ml de metanol, conservar a 4iC .

¥ Rojo Ponceau: rojo Ponceau 0.5%, metanol 40%, fcido acZtico 10%

¥ Coomassie Blue: azul de Coomassie 250 g (0.025%) disuelto en etanol 95%,
H3OP4 10%, y llevar a un litro con agua deionizada.

¥ Soluci—n de destinci—n: metanol 25% vi/v, cido acZtico glaqi&% v/v.

Marcadores de peso molecular
a) ADN: 1 kb plus DNA ladder de Invitrogen2 .

b) Prote’nas: PageRuler Prestained Protein Ladder de Fermentas

a) b)
Figura mm.1: Marcadores de peso molecular.
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Enzimas y anticuerpos
Se utilizaron las siguientes polimerasas en las reacciones de PCR:
¥ Taq DNA Polymerase de Invitrogen?
¥ iProof? High-Fidelity de Biorad
¥Pfu de Fermentas.

Las enzimas de restricci—n usadas fueron de New England Bio L&s. En todos los

casos, estas enzimas fueron utilizadas segoen las instrucciones de losfabricantes.

El anticuerpo monoclonal anti-rat—n anti-His tag acoplado gperoxidasa, el anticuerpo
anti-rat—n acoplado a peroxidasa y el anticuerpo anti-rat—n rdai-Xpress acoplado a

peroxidasa fueron adquiridos en Invitrogen.

Para el clonado a vectores destino del sistema Gateway , se utiliz— la mix de
enzimas: Gateway LR ClonaseTM Il Enzyme Mix de Invitrogen. La LR Clonase es una
f—rmula de enzimas dise—ada espec’ficamente para las reaccionesdel sistema Gateway.
La mezcla de enzimas contiene las prote’nas de recombinaci—n @l bacterifoago lambda:
Integasa (Int), Excisionasa (Xis), y la prote’na factor de integraci—n del huZsped codificada
por E. coli (IHF). La mezcla promueve la recombinaci—n in vitro entre regiones
flanqueadas por attL- (en clones de entrada) y attR- (en vectores destino) para generar

clones de expresi—n con sitios attB.

Medios

En todos los casos, los medios se llevan a volumen final con agua destilada y se
esterilizan en autoclave.

¥LB: 1% bacto-triptona (Difco, Detroit, MI, USA); 0,5% extracto de levadura (Difco,
Detroit, MI, USA); 1% NaCl; pH 7.

¥ LB-amp: LB, 100 mg/ml ampicilina.
¥ LB-agar: LB + 1,5% bactoagar (Difco, Detroit, Ml, USA).

¥ Medio SOB (1 I): 20 gr bacto triptona; 5 gr bacto extracto de levadura; 2 ml NaCl
5M; 25 ml KCI 100 mM. Autoclavar y agregar 10 ml MgCl> 1M y 10 ml MgSO4 1M.

¥ Medio SOC (1l): Medio SOB + glucosa 2 %

¥ Medio LIT (1I): Infusi—n de h’gado 5 gr; triptosa 5 gr; Na€ 1M 68 ml; KCI 1M 5,3
ml; Na2HPO4 1M 22 ml; glucosa 20% 10 ml; autoclavar y completar con: heminal
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ml, penicilina-estreptomicina 100X 10 mi(10.000 pg/mly 5.000 u/ul), 10% de suero
fetal bovino inactivado (56C, 300)

¥ YPAD: peptona 2 %, extracto de levadura 1%, dextrosa 2%, Adenina 0.01%
¥ YPAD-agar: YPAD + agar 2%

¥ SC (Synthetic Complete): Base Nitrogentada de levadura sin sulfato de amonio
0.17%, mezcla de aminofcidos, 0.15%, sulfato de amonio 0.5%. Para un litro
adicionar 950ml de agua destilada, llevar a pH 5.9 con NaOH 10M. Autoclavar.
Dejar enfriar hasta 50;j C aproximadamente. Agregar 50ml de Glucosa 40%
(estZril).

¥ Mezcla de aminoZcidos (drop out), empleados en los medios SC:

¥ Para el medio SC L-W- se incorpora la proporci—n detallada arribadel suplemento
sintZtico de aminotcidos sin leucina y triptofano (Yeast Synthetic Drop-out Medium
Supplements without leucine and tryptophan) B Sigma Adrich

¥ Para el medio SC L-W-H- se agrega el suplemento sintZtico de aminotcidos sin
leucina, triptofano, uracilo e histidina (Yeast Synthetic Drop-out Medium
Supplements without histidine, leucine, tryptophan and uracil) - Sigma Adrich., y se
adicionan 16ml de uracilo 20mM (restando este volumen al del agua previamente
incororada).

¥ SC-agara: SC + agar 2%

¥ SC L-W-H- - 3AT: SC LWH- + 3AT 0.13% (15mM), 0.17% (20mM), 0.21% (25mM),
0.42% (50mM)

¥ SC L-W- - 5FOA: SC LW- + 5 FOA 0.2%

Cepas
a) Escherichia coli
¥BL21 F, ompT, hsdSB (rB- rB-), dcm, gal, (DE3)

¥DH5! FO/endAl, hsdR17, supE44, thi-recAl, gryA relAlaclZYA-argF U169 deoR
#80dlac# (lacZ)M15)

¥DH10B F mcrA #(mrr-hsdRMS-mcrBC) $80lacZ#M15 #lacX74 recAl endAl
ara#139# (ara, leu)7697 galU galK % rpsL (StrR) nupG

¥DB3.1 F gyrA462 endAl #(srl-recA) mcrB mrr hsdS20(re-, me-)supE44 ara-14
galk2 lacYl proA2 rpsL20(SmR) xyl-5 % leu mtll. Cepa adecuada para la
propagaci—n de plismidos que contienen el genccdB, como el pENTR2b, del
sistema Gateway .
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Las cepas se mantuvieron en placas del medio correspondiente a 4(C por cortos

per'odos de tiempo (15 d'as), y en cultivos I'quidos con 50% de glicerol a B70C
durante meses.

b) Saccharomyces cerevisiae

¥ MaVv203: MAT!, leu2-3, 112, trp1-901, his3#200, ade2-101, cyh2R, canlR, gal4#,
gal80#, ISBUASGALL::HIS3 LYS2, GAL1:lacZ, SPAL10::URAS3.

¥ Controles ProQuestTM Two-Hybrid System: A, B, C, D, E.

c) Trypanosoma cruzi

La cepa de referencia se origin— a partir de un clon de lacepa CL de T. cruzi
denominado CL Brener. EI mismo cumple el ciclo de propagaci—n isecto vertebrado,
asegurando que toda la informaci—n genZtica que determinad infectividad estf presente
en el clon. TambiZn presenta estabilidad genZtica en condiciones de crecimiento de
laboratorio (Zingales et al., 1997). La cepa utilizada para la transfecci—n con pTcINDEX
fue Adriana (Tcl) (Urban et al., 2011).

Oligonucle—tidos de ADN (Ver Anexo 1)

Vectores

Plfsmidos utilizados

Se han utilizado una amplia gama de pl¥smidos que incluyen:

pGemT-easy (Anexo 2, A)

¥ Sitio de meeltiple clonado (MCS) con secuencias de restricci—n simZtricas.

¥ Secuencias de Iniciadores universales T7 y Sp6; pUC y M13 a ambos lados del MCS
para secuenciaci—n

¥ Secuencia codificantes para el gen de la " -galactosidasa (LacZ) interrumpida por el
MCS que permite la selecci—n de clones positivos (colonias blancas) @

contraposici—n a los negativos (colonias azules).
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pRSET-A (Anexo 2, B)

¥ Provee una ep’tope de 6 Histidinas para fusi—n en N-terminalcetil para la purificaci—n
de prote’nas recombinantes, facilitando tambiZn la detecci—nde la misma.

¥ Posee el sitio de clivaje de la enzima enteroquinasa que permite la posterior
remoci—n del ep’tope His.

¥ Resistencia a ampicilina (AmR) para la selecci—n erE. coli

¥ Origen de replicaci—n pUC de alto ncemero de copias ek. Coli

PTREX-N (Anexo 2, C) vector de expresi—n

¥ Resistencia a ampicilina (AmR) para la selecci—n erE. coli

¥ Pltsmido derivado de pRIBOTEX por la intruducci—n del cassette HX1@&T40
(Vazquez y Levin, 1999b)

¥ Sitio de clonado mceltiple (MCS)

¥ Promotor ribosomal

¥ Gen resistencia de Neomicina.

pTREX-GFP (Anexo 2, D)

¥ ldem pTREXn, pero con la expresi—n de GFP.

Vectores Gateway ~ (Invitrogen)

PENTR2B (Anexo 2, E) pl¥smido de entrada

¥ Secuencias de terminaci—n de la transcripci—n rrnB para prevenir la expsi—n basal
del inserto en E. coli

¥ Sitios attL1 y attL2 para la recombinaci—n sitio espec’fica delvector de entrada con
algoen vector de destino Gateway

¥ Secuencia consenso Kozak para la eficiente iniciaci—n de la tradeci—n en sistemas
eucariotas

¥ Gen ccdB localizado entre los dos sitios attL para la selecci—n egativa

¥ Gen de resistencia a kanamicina (KmR) para la selecci—n erE. coli
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¥ Origen de replicaci—n de alto noemero de copias pUC

PENTR™D-TOPO" (Anexo 2, F) plismido de entrada

¥ Presenta los sitios attL1 y attL2 para la recombinaci—n espec’ficaal vector destino
del sistema Gateway

¥ Sitio de clonado direccional CACC, para el clonado ripido eficiente y de extremos
romos.

¥ Secuencias de terminaci—n de la transcripci—nnB para prevenir expresi—n basal del
producto de interZs en E. coli.

¥ Gen de resistencia a la Kanamicina, para selecci—n erE. coli.

¥ Origen de replicaci—n pUC pareE. coli de alto ncemero de copias.

pDEST™17: (Anexo 2, G) plismido destino.

¥ Promotor T7 de alta expresi—n, inducible con IPTG, en cepas queexpresen la T7
ARN polimerasa.

¥ Marcador 6xHis N-terminal de fusi—n para la detecci—n y purificaci—de la prote’'na
fusi—n recombinante.

¥ Secuencia de Shine-Dalgarno en el N-terminal, correctamente espaciada del ATG de
iniciaci—n, para una traducci—n eficiente.

¥ Sitios de recombinaci—n attR1 y attR2, rio abajo del promotofT7 (para clonado por
recombinaci—n desde un vector pENTR)

¥ Resistencia a cloramfenicol (CmR) entre los sitios attR para contraselecci—n.

¥ Gen ccdB localizado entre los sitios attR para la selecci—n negéiva

¥ Resistencia a ampicilina (AmR) para la selecci—n erE. coli

¥ Origen de replicaci—n pBR322 de bajo ncemero de copias

pDEST ™22: (Anexo 2, H) plfsmido destino.

¥ Configuraci—n AD, fusi—n al dominio de activaci—n GAL4.

¥ Secuencia ARS4/CENG6 para la replicaci—n y mantenimiento de un b ncemero de
copias en levaduras

¥ Gen TRP1 para la selecci—n en levaduras en medio sin Tript—fan

¥ Promotor constitutivo de fuerza moderada y terminador del gen ADH1 (alcohol
deshidrogenasa de levaduras) que expresan el AD GAL4
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¥ Origen de replicaci—n pUC y resistencia a ampicilina para la reficaci—n y el
mantenimiento en E. Coli.
¥ Sitios de recombinaci—n attR1 y attR2 flanqueando el gen @ resistencia a

cloramfenicol, para contraselecci—n y el gen ccdB, para selecci—n negiva.

pPC97: (Anexo 2, 1) plfsmido destino.

¥ Configuraci—n DB, fusi—n al dominio de uni—n al ADN GAL@onvertido a vector
Gateway, Provisto gentilmente por el Dr. Marc Vidal, Dana-Farber Cancer Institute,
Harvard Medical School, Boston, USA.

¥ Gen LEUL1 para la selecci—n en levaduras en medio sin Leucina.

¥ Secuencia ARS4/CENG6 para la replicaci—n y mantenimiento de bajonocemero de
copias en levaduras.

¥ Origen de replicaci—n pUC y resistencia a ampicilina para la reficaci—n y el
mantenimiento en E. Coli.

¥ Sitios de recombinaci—n attR1 y attR2 flanqueando el gen @ resistencia a

cloramfernicol, para contraselecci—n y el gen ccdB, para selecci—n negiva.

PTCINDEX: (Anexo 2, J) plismido destino.

¥ Vector inducible por tetraciclina.

¥ Integraci—n en la regi—n espaciadora r'o arriba de la polrhediada por la
transcripci—n

¥ Marcador seleccionable de drogas: higromicina B fosfotransferasa (HYG) gen bajo el
control de un Promotor T7 no-represible

¥ El cassette de expresi—n inducible en el pTcINDEX contiene un pomotor de T7
dependiente de tetraciclina, con la secuencia del operador tet (tetO,
cCTATCAgQTGATAGa, en maycesculas indica bases importantes en tetR

¥ Los sitios meeltiples de clonado estfn flanqueados en su extremao3' por las
secuencias intergZnicas de la actina de T. cruzi para proporcionar una se—al de
poliadenilaci—n, y en el extremo 5 'por el aceptor de empalmede la prote’na

ribosomal P2" .
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PLEW13: (Anexo 2, K) vector de expresi—n

¥ Resistencia a ampicilina (AmR) para la selecci—n erE. coli
¥ Origen de replicaci—n pBR322 de bajo ncemero de copias
¥ Expresi—n constitutiva de la T7 RNA polimerasa

¥ Represor de la tetraciclina

¥ Gen resistencia de Neomicina.

¥ Episomal (Taylor y Kelly, 2006)

MZtodos

1. Antlisis y manipulaci— de Acidos nucleicos

Extracci—n de ARN de T. cruzi

Se preparan cultivos de epimastigotes de T. cruzi en botellas de 75 cm? para
obtener cultivos de 5 x 106 partsitos/ml. Se centrifugan en tubos Falcon” de 50 ml 100 a
2.000 r.p.m. a temperatura ambiente. Luego de resuspender los parisitos en 1ml de TriZol
se pasa el volumen a un tubo Eppendorf de 1,5 ml. A continuaci—n los pasos que se
siguen son: Se agregan 200 pl de Cloroformo, se mezcla por Vortex 3000, y se incuba en
hielo 5 minutos, luego se centrifuga a 12.000 x g (no mis), 150 a 4, se toma el
sobrenadante (500-600 ul), sin tocar la fase intermedia y se agrega 1 volumen de
isopropanol 100%, se mezcla por inversi—n y dejar precipitar 80 o mifs a temperatura
ambiente (T. amb). Posteriormente se centrifuga a 12.000 x g (no mts), 300 a 4, se lava
el precipitado con 1,5 ml de ETOH 75 %, vuelve a centrifugarse a 12.000 x g (no mts),
100 a 4, se descarta el sobrenadante y se deja secar a T. anb. Finalmente se
resuspende cada tubo en 50-100 pl de H.O DEPC.

Extracci—n de ADN gen—mico de T. cruzi

Se centrifugan 1.2ml de un cultivo de 5x10° parfsitos/ml durante 10 minutos a 3000
rpm. Los parisitos precipitados se lisan con 500ul de soluci—nde lisis (Tris 10mM, EDTA

100mM, SDS 1%). Luego de mezclar con vortex, se agregan 400ul de fenol-tris-
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cloroformo, se centrifuga y se recupera la fase acuosa (x2) . Se repite el paso anterior

pero con 300ul de cloroformo:isoam’lico (24:1).

Reacci—n en cadena de la Polimerasa (PCR)

Para clonar una secuencia de ADN gen—mico deTrypanosoma cruzi, se realiz— una
PCR. Se arm— la mezcla con los siguientes reactivos, por reacci—nedvolumen final 20ul:
H.Omq estZril X uL, buffer 5X (iProof HF Buffer) 4ul (1X final), dNTPs 0.4pl (200 uM de
cada uno final), Oligonucle—tido FOR X pul (0.5 uM fing), Oligonucle—tido REV X pl (0.5 puM
final), Templado X pl (5-10ng) , Polimerasa iProof? High-Fidelit y 0.2ul (0.02 U/ul final).

Como templado se utiliz— ADN gen—mico extra’do de un lisadde partsitos, que
previo a su incorporaci—n en la mezcla es hervido en ba—o termosttico a 95 C durante 5

minutos.

Una vez realizada la mezcla se llevaron los tubos Eppendorf (200ul) al
termociclador (My Cycler PBIORAD) y se programaron las etapas de la reacci—n
1. Desnaturalizaci—n inicial 98 C: 2 minutos
2. 30 ciclos de amplificaci—n con:
a. Desnaturalizaci—n 98 C: 10 segundos
b. Annealing a Tm +3{C (>20nt oligo): 10D30 s
c. Extensi—n: 72{C 30 segundos por kb.

3. Extensi—n final: 72{C 10 minutos

b) Antlisis de recombinantes B PCR (colonia y mini pre  paraci—n)

Para buscar la presencia de un evento de clonado positivo se utiliz— tambiZn la
tZcnica de PCR.

En todos los casos se emplearon los siguientes reactivos para una reacci—n de
volumen final 25&4:

Template DNA X YL n/a
Taq DNA Polymerase (5 U/uL) 0.2 pL 1.0D2.5 unidades
H20mq estZril 25 pL n/a
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Componentes Volumen Final Concentraci—n final

10X PCR buffer sin Mg++ 2.5 uL 1X
10 mM dNTP mix 0.5 uL 0.2 mM clu
50 mM MgCl: 0.75 pL 1.5mM
Ollgonucle—tlj;) mix (10 uM c/ 1.25 L 0.5 UM c/u
ADN templado X hL n/a
Taq DNA Polymerase (5 U/uL) 0.2 uL 1.0b2.5 unidades
H.Omq estZril 25 uL n/a

Para el antlisis de colonias positivas se tom— con una porcia-de una colonia
bacteriana y se resuspendi— en 100& de H20. Esta suspensi—n se llev— a en ba—o
termostttico a 95 [C durante 5 minutos para romper la pared y membrana celular. Luego

se utiliz— una al’cuota de 0,5& como templado.

Para la validaci—n de una mini preparaci—n de pltsmido recombamnte, se utiliz—
una diluci—n de la misma tal que se tenga 10-100 ng por racci—n. Luego de realizada la

mezcla se llevo al termociclador y se procedi— con el siguiente progama como base:

1. Desnaturalizaci—n inicial a 94{C por 3 minutos
2. 30 ciclos de amplificaci—n con:

a. Desnaturalizaci—n a 94C por 45 s.

b. Annealing Tm -5 C por 30 s.

c. Extenci—n: 72C por 1 min. 30 s. (por kb)

3. Extensi—n final: 72C por 10 minutos

c) SOEing PCR. (Splice Overlap Extension PCR)

Esta tZcnica se utiliz— para generar las fusiones entre GFPy todas las prote’nas
estudiadas. TambiZn para los mutantes alanina que se realizaron, como en pl4 y en
ZFP1b, a modo de ejemplo se explica como se hicieron las mutantes de alaninas de
ambas cajas de prolinas de Zfplb (Box1l y Box2). Se dise—aron por cada mutante, dos
oligonucle—tidos parcialmente complementarios entre s’ que comen’an las mutaciones a

incorporar. Los mismos se usaron para llevar a cabo dos PCRs por separado. Por un lado
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el oligonucle—tido up de la secuencia wt (ZFP1B_Up) y el dwn que es complementario a
la zona a mutar (ZFP1B_Box1 Dw para la primer caja de prolinas y ZFP1B_Box2_Dw
para la segunda). En la segunda reacci—n se emplearon el oligonucle—tido Up
complementario a las cajas de prolina (ZFP1B_Box1 _Up o ZFP1B_Box2_2Up segcen el
caso), y el oligonucle—tido dw (ZFP1B_Dw) de la secuencia wtEsto permiti— generar dos
hemiproductos mutados. Los mismos fueron obtenidos purificando directamente desde la
banda del gel o del tubo de PCR, con el kit de purificaci—n Wizard™ SV Gel and PCR
Clean-Up System de Promega. Ambos productos se utilizaron como templado en una
nueva PCR de 30ul de volumen final (respetando las concentraciones de los demis
reactivos mencionadas anteriormente) con los oligonucle—tidosup y down del gen wt
(ZFP1B_Upy ZFP1B_Dw).

Separaci—n de molZculas de ADN por electroforesis

Los fragmentos de ADN se separaron por electroforesis en geles de agarosa. El
porcentaje de agarosa usado fue variable, oscilando en el rango de 0,7-2%, dependiendo
del tama—o de los fragmentos a resolver. Los geles se prepararon con 1 pl de BrEt (10mg/
ml) y se corrieron en TAE 1X a 100V. Como marcadores de peso molecular se utilizaron 5
ul del marcador de Invitrogen O1Kb ladder plusO. Las muestras seargaron con 5 pl de
azul de bromofenol 10X. Los geles fueron corridos hasta que el azul de bromofenol migr—
dos tercios de la longitud del gel. EI ADN se visualiz— portransiluminaci—n de UV, el
imager G:BOX de SYNGENE.

Cuantificaci—n de ADN

Por gel: el ADN a cuantificar fue sembrado en calles continuas junto con ADN de
masa conocidas. As’ por comparaci—n de intensidad de bandas se c#éul— la masa
aproximada del ADN a cuantificar. La cuantificaci—n del ADN die realizada con el trans-
iluminador. EI ADN a cuantificar fue sembrado junto con el marcador de Invitrogen O1Kb
ladder plusO. La cantidad de ADN en las bandas fue estimaa por comparaci—n de las

intensidades con la banda de 1650Kpb del marker, que tiene una concentraci—n de 8ng/pl.

Por UV: se utiliz— el equipo Genespecl. Las muestras de DNA, RNA y
oligonucle—tidos se cuantifican por medici—n de la absorbancia a 260 nm. Las

concentraciones se calculan conociendo que 1 DO260nm de DNA= 50 ug/ml, 1 DO260nm
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de RNA= 40 pg/ml y 1 DO260nm de oligonucle—tidos = 33j@/ml y teniendo en cuenta el

factor de diluci—n.

Secuenciaci—n de ADN por SANGER

Se dispuso de los servicios de la empresa Macrogen (http://www.macrogen.com)
de Corea, que disponen de una sede en Argentina encargada de colectar las muestras y

enviarlas a la empresa.
El secuenciador que utilizan es el 3730XL DNA Sequencer.

La visualizaci—n de las secuencias se realiz— con el programa O@mas 1.450 y los

alineamientos, con el programa OAlignXO componente del OVector NAdlvance 10.3.00.

Las secuencias se realizaron a partir de mini preparaciones de pltsmidos de
concentraci—n 100ng/ul. En otros casos se envi— directamente l&olonia en el medio
s—Ilido correspondiente. Las secuenciaciones se ejecutaron a paiit de los oligonucle—tidos
ya sea espec’ficos de la secuencia o espec’ficos del vector en una concentraci—n de
10pmoles/ul. Para secuenciar sobre el vector de entrada pENTR?D-T OPQO", se usaron
los oligonucle—tidos M13 For, combinado con el Dw espec’to de la secuencia, o el Up
espec’fico del producto clonado con el M13 Rev-Puc. En el caso de los productos en

pDEST?17 se utiliz— el oligonucle—tido T7 Promoter.

Digesti—n con enzimas de restricci—n

Se mezclaron las cantidades necesarias de buffer 10X (caracter’'stico de cada
enzima), ADN, enzima de restricci—n y agua, agregando BSA a concentaci—n final de
100ug/ml en los casos en que la enzima lo requer’a. La mezcla fue incubada durante 2-3
horas a la temperatura —ptima de la enzima, en general en ste trabajo se realizaron

incubaciones a 37C.
Se tuvieron en cuenta las siguientes reglas:
¥ La concentraci—n final de ADN 500 ng/ul.
¥ Se utilizaron entre 5-10 U de enzima de restricci—n por cada 43 ug de ADN.
¥ En digestiones dobles, se utiliz— el buffer recomendado polos productores de las

enzimas para dichos casos.
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Luego de las incubaciones, la digesti—n fue confirmada po electroforesis en gel de

agarosa.

Purificaci—n de fragmentos de ADN OWizard DNA Clean-Up O (Promega , WI,
USA)

Los fragmentos de restricci—n fueron separados por electrofores en un gel de
agarosa 1.4% de bajo punto de fusi—n en TAE a 70V. Esta Zcnica fue utilizada tanto para
purificar vectores linealizados, como insertos liberados de plismidos por cortes con

enzimas de restricci—n.

Se cortaron los fragmentos correspondientes, en un transiluminador de luz U.V. con
un bistur’ y se incub— con 100ul de buffer TE, a 70C durante 10 minutos, para permitir
que se funda la agarosa. 1ml de resina del kit Wizard DNA Clean Up fue agregado
mezclando en un vortex. Luego de 5 min. de incubaci—n se cargda mezcla en la columna
provista por el kit y por presi—n con un embolo se empac— la ¢domna descarttndose el
I'quido resultante. Se realizaron dos lavados pasando por la columna de 2-4 ml de
isopropanol 80%, se centrifug— a 13.000 rpm durante unos sgundos para eliminar el
isopropanol de la columna, con el mismo fin se incub— 5 minuts a 42 C. Finalmente se
eluy— el ADN agregando 30ul de TE, precalentado a 70{C, ycentrifugando unos segundos
a 13000 rpm. Se verific— el Zxito de la purificaci—n corriendona al’cuota en geles de

agarosa.

Purificaci—n de fragmentos de ADN OWizard PCR Preps DNA Pur ification
SystemsO(Promega ", WI, USA)

Con el objetivo de purificar productos de PCR, se utliz— este sistema de
purificaci—n de ADN. En un tubo Eppendorf’ se mezcla el ADN a purificar y 100ul del
buffer Odirect PCR purificationO del kit Wizard PCR Preps DNA Riiication”. La mezcla se
agita vigorosamente y se agrega 1 ml de resina. Luego de unos minutos se carga en una
columna acoplada a una jeringa. Se realiza presi—n con el Zmbto para eliminar todo el
material que no se pegue a la columna. Se realizan dos lavados con 1 ml isopropanol
80%.A continuaci—n se retira la jeringa y se centr'fuga la céumna para eliminar el exceso
de isopropanol, por la misma raz—n se la incuba unos minutosa 42vC. El ADN se eluye
agregando 30ul de TE y centrifugando a mixima velocidad unos segundos. El Zxito de la

purificaci—n se verifica en una corrida electroforZtica.
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2. Clonado y Subclonados de todos los ORFs utilizados

Ligaciones

Todas las reacciones de ligaci—n en este trabajo fueron ralizadas entre fragmentos
con extremos cohesivos. Para subclonar en los plismidos se utilizaron los insertos
previamente amplificados por PCR o cortados de otros plfsmidos con las enzimas de
restricci—n correspondientes, extra’dos y purificados de geles deagarosa de bajo punto de
fusi—n.

El volumen de la reacci—n de ligaci—n fue siempre de 10ul:|2 de buffer de ligaci—n
10X, vector, inserto, entre 0.1-0.5U de ligasa de ADN T4 por cada 10ng de vector y agua.
Muchos de los ORFs amplificados (salvo otros, ver reacci—n TOPO ma abajo) fueron
inicialmente ligados al vector pGemT-easy (Promega) En este caso, se utilizaron todos los
reactivos del kit pPGEM-T Easy (PROMEGA , WI, USA).

La masa de vector e inserto estfn relacionadas, por lo cual, dependiendon de la
masa de vector a ser ligado, se calcula la masa de inserto como: masa del vector x
tama—o del inserto x relaci—n inserto-vector = masa de inserto tama—adel vector

En general se utilizaron relaciones molares de inserto-vector del orden de 1:1y 1:5.
La mezcla de reacci—n fue incubada a diferentes temperaturas @pendiendo el vector
utilizado. La mayor’a de los vectores fueron ligados ON a 18, mientras que el vector
pPpGEM-T (pGEM-T easyb Promega“, WI, USA) se lig— ON a 4;C — alterna@ivamente 2 hs.

aT. amb.

Reacci—n TOPO

Se genera un producto de PCR con extremos romos cuyo iniciador en orientaci—n
sentido, se dise—a de modo que posee la secuencia especifica CACC, en su extremo 50.
Este producto se mezcla con el vector pENTRTOPO, el cual posee en un extremo la
secuencia GTGG. La misma, en presencia del mix enzimzttico provisto por Invitrogen que
contiene a la enzima topoisomerasa entre otras, invade el extremo 50 del producto de
PCR, se aparea, e incorpora as’ al inserto en la orientaci—n ceorecta a una alt'sima
eficiencia. (ver procedimiento en la figura que acompa—a al mapa del vector al final de la

secci—n, en el anexo 2).

Clonado
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Todas las ligaciones a pGem-T fueron posteriormente transformadas a bacterias
(E.coli DH5! — DH10B), las cuales a continuaci—n, fueron incubadas durde toda la
noche en medio LB/agar suplementado con ampicilina, en presencia de X-gal (5-bromo-4-
chloro-3-indolyl-beta-Dgalactopyranoside) e IPTG (isopropyl-beta-D-
thiogalactopyranoside), ambas sustancias son sustrato e inductor respectivamente del
gen LacZ que porta el vector como reportero de la incorporaci—nde inserto (colonias
azules y blancas, inserto - o + respectivamente). Una vez seleccionado el clon con el
inserto correcto en pGem-T, se procedi— a digerir el mismo con lasenzimas de digesti—n
apropiadas, ya sea las presentes en los iniciadores dise—ados para la PCR o los que
pudieran ser usados del esqueleto de pl¥smido. El inserto se transfiri— entonces al vector
PENTR2b a su vez digerido con las mismas enzimas o las compatibles apropiadas, se
realiz— una nueva ligaci—n y se procedi— a la selecci—n dehalle pENTR2b con el inserto

correcto.

Clonado a vector de entrada al sistema Gateway b pENTR¥ D-TOPO

El vector pENTR?D-TOPO  posee en el extremo 3« una uni—n covalente con la
enzima Topoisomerasa | del virus Vaccinia. Esta enzima se une a sitios espec’ficos de
secuencia CCCTT, produciendo un clivaje en ambas cadenas. La energ’'a liberada por
este corte es la que promueve la uni—n covalente, entre el ésfato 3«de la cadena clivada
(de secuencia CCCTT) y un residuo tirosina (Tyr-274) de la topoisomerasa |. El vector se
comercializa en estado lineal, con ambos extremos unidos covalentemente a la enzima

(Fig. mm.2).

Figura mm.2 : Detalle del sitio de uni—n de la topoisomerasa al vecto  r, y de como resulta la
molZcula recombinante una vez finalizada la reacci—n
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En uno de los extremos, el que se encuentra ro abajo del sitio attL1, Invitrogen
adicion— 4 bases (GTGG) para permitir el clonado direccional Para clonar de esta forma,
el oligonucle—tido FOR con el que se amplifica la secuenciadesde ADN gen—mico, debe
comenzar con las bases CACC. En el tiempo de incubaci—n, el gtremo 5« protuberante
GTGG del vector, invade el producto de PCR y forma uniones fosfodiester con Zste. La
uni—n fosfo-tirosil entre el ADN y la enzima puede ser atacad por el oxhidrilo 5«de la
cadena original clivada, revirtiendo la reacci—n y liberando ala topoisomerasa. De esta

forma el fragmento de PCR queda unido en forma direccional al vector de clonado.

Verificado el tama—o y concentraci—n del producto de PCR, po electroforesis en gel
de agarosa, se tom— una al’cuota procurando que la relaci—n mar entre Zste y el vector,
estZ en el rango 0,5:1 a 2:1 (producto de PCR:vector TOPO ). Segcen se detalla en el
manual una reacci—n tiene un volumen final de 6 pl, parad cual se deben adicionar entre
0,5 a 4 pl del producto fresco de PCR, mas 1ul de soluci—n séina. Una vez agregados
producto y soluci—n salina en un tubo Eppendorf 200 pl, seadicion— agua estZril para
llevar a un volumen de 5ul. Luego se complet— el volumen fial de 6ul, con 1pul del vector.

Todos los reactivos son provistos por el kit. La soluci—n semezcl— vigorosamente y
luego de un spin en micro centr'fuga, se dej— incubar 5 mintios a temperatura ambiente.

Este tiempo se puede extender si el producto de PCR tiene un tama—o > 1 kb.

Finalizada la incubaci—n se puso el tubo en hielo y procei— a transformar cZlulas

competentes.

Clonado a vector destino del sistema Gateway B pDEST22, pPC97 (versi—n
original del pDEST32), pDEST17

El sistema de clonado Gateway es una herramienta de Invitrogen basada en la
recombinaci—n sitio espec’fica del fago% fsta permite la transferencia de segmentos de
ADN, entre los vectores Gateway 0 cualquiera que sea convertido, manteniendo la
orientaci—n y el marco de lectura, sin necesidad de digesti—non enzimas de restricci—n,
purificaci—n por gel y ligaci—n. Como se detall— en matdga (ver inciso 3), la mezcla de
enzimas conocida bajo el nombre LR Clonase? Il enzyme mix, se con forma de 3
prote’nas recombinantes, la integrasa (Int) y excisasa (Xis) de bacteri—fago lambda y un

factor de integraci—n en el hospedador (IHF) deE. coli.
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Una vez que la secuencia de interZs se clona en el vector de entrada al sistema
Gateway, en este caso pENTR?/D-TOPO ~, Zsta queda flanqueada por los sitios de
recombinaci—n attL1 y attL2. Por otro lado cada uno de losvectores destino posee los
sitios de recombinaci—n attR1 y attR2 flanqueando el genccdB. De este modo, cuando se
incuba el vector de entrada con cualquiera de los vectores destino (en la reacci—n
denominada LR), los sitios attl y att2 recombinan y ocurre un intercambio de secuencias
entre los vectores, conservando orientaci—n y especificidad, delio a que attLl s—Ilo

reacciona con attR1, y attL2 con attR2 (Fig. mm.3).

Como muestra la figura 3, luego del evento de recombinaci—nse obtiene el
pltsmido destino con la secuencia de interZs (con los sitios attR convertidos en attB) y un
producto secundario: el vector pENTR con el gen ccdB. Luego de transformar bacterias,
para seleccionar el plfsmido deseado basta con hacer crecer en placa con ampicilina
(resistencia conferida por los vectores destinos). De este modo, y recordando que el gen

ccdB es t—xico para bacterias, eliminan los vectores originales y el poducto secundario.

Figura mm.3: Representaci—n esquemitica de la reacci—n LR.

En este trabajo el sistema Gateway se utiliz— para clonar Is genes de interZs en
los vectores pDEST17, pPC97 y pDEST22. De este modo se obtuvieron las fusiones con
el Tag de Histidinas, con el dominio de uni—n a ADN y conel dominio de Transactivaci—n,

respectivamente.

Para pasar del vector de entrada al de destino bajo el sistema Gateway es
necesario en primer lugar contar con una mini preparaci—n delector de entrada, positiva
para el inserto de interZs por secuenciaci—n y cuantificada sumasa. Se aconseja que la

concentraci—n del vector de entrada este entre 50 - 150ng/pl.

La reacci—n tiene volumen final 8 pl. Se incorporaron a unubo Eppendorf entre 1-7

pl del vector de entrada, procurando igualar a la concentraci—n del vector de destino. Lo
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—ptimo es contar con una mini preparaci—n del vector destinde 150ng/ul y adicionar de

este 1 pl a la mezcla, para luego llevar al volumen final con TE buffer, pH 8.

Una vez hecha esta mezcla, se sac— del freezer la LR Clonase? Il enzyme mix y
dej— derretir en hielo por 2 minutos. Se mezclo en vortex legemente por 2 segundos, dos

veces.

Se agrega finalmente 2 ul de la LR Clonase? Il enzyme mix, se mezcl— en vortex
dos veces y se hizo un spin en micro centr’fuga. La incubaci—nse realiz— a 25 C por una

hora.

Pasado este tiempo se adicion— 1ul de Proteinasa K, se mezcl— gej— incubar a
37{C por 10 minutos. Este celtimo paso tiene como objetivo inactivar la mezcla de enzimas,
para proseguir con la transformaci—n del producto de esta reacci—ren bacterias

competentes.

3. Cultivos Bacteriol—gicos

a) Preparaci—n de bacterias competentes qu’micas b Protoco lo de Hannahan

Se pic— una colonia de bacterias (previamente crecidas a 37{Ctoda la noche) y se
adicion— a un falcon 50ml, con 5ml de LB. Se dej— crecer a 3Z O.N.. Se sembraron 4ml
del cultivo en 100ml de LB en un erlenmeyer de 1000ml y se dej— crecer hasta una D.O.
de 0.3 (600nm). Luego se dej— 5 min. en hielo y centrifug-5 min. a 4000rpm, 4 C. Se
descart— el sobrenadante y resuspendi— el pellet suavemente gn fr'o, en 40ml de TFB |
(fra). Se incub— 5 min en hielo. Nuevamente se centrifug— a@D0 rpm 4 C, durante 5 min
y se resuspendi— el precipitado en 4ml de TFB Il (fro). Se icub— 15 min. en hielo,

alicuot— y guard— a -70 C.

b) Transformaci—n de bacterias competentes qu’micas

Se utilizaron 40-50ul de bacterias competentes y se agreg— 00ng (1 pl de mini
preparaci—n, 3pl de ligaci—n o LR aprox.) de ADN plasm’dicdse dej— a OC por 20 min. y
luego se pas— a un ba—o a 42C por 1min. Se colocaron 8004 de LB e incub— 45 min a
37CC. En general se concentr— mediante centrifugaci—n y se resusendi— en un menor

volumen. Dependiendo de la eficiencia de las bacterias con las que se trabaj— se
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sembraron entre 100-200ul del cultivo concentrado en placas de LB agar-amp (100ug/ml)

y se dejaron ON en estufa a 37C.
) Mini preparaci—n de pl¥smidos a partir de cultivos  bacterianos

Se utiliz— una modificaci—n del mZtodo de lisis alcalina (Biboim y Doly, 1979). A
partir de una colonia aislada se inocularon 2,5 ml de LB-amp y se crecieron a 37jC con
agitaci—n durante toda la noche. Al d’a siguiente las ba&terias fueron cosechadas por
centrifugaci—n a 13000 rpm. durante 5 min. A continuaci—n seagregaron 300 pl de
soluci—n | fra y se resuspendi— con pipeta. Inmediatamente sagregaron 300 pl de la

soluci—n Il, se mezcl— por inversi—n y se incub— en hielo.

Pasados 5 min. se agregaron 300 pl de la soluci—n 1l fr'a,se mezcl— por inversi—n 'y
se dej— reposar 10 min. en hielo. Luego se centrifug— durdaa 20 min. a 13000 rpm. y a 4
C.

Para degradar el ARN, se agreg— ARNasa A (libre de ADNasa) alsobrenadante, a
una concentraci—n final de 50 pg/ml, y se incub— durante 4@nin. a 37C. Luego se
agregaron 600ul de cloroformo:alcohol isoam’lico, se vortexe— dosveces durante 1min. y
se centrifug— 5 min. Para separar las fases. A continuaci—n se to— la fase acuosa, y se le
a—adieron 600ul de isopropanol, se mezcl— por inversi—n y sencub— como m’nimo
durante 20 min. a temperatura ambiente o toda la noche a 4j C. Pasado ese tiempo se
centr'fugo 15 min. a 13000 rpm. el pellet se lav— con 100 jhde EtOH 70%, y finalmente se
resuspendi— en 35 ul de agua o buffer TE pH 8.

Para el caso de mini preparaciones para secuenciar, se utiliz— ¢ kit de QIAGEN
que permite obtener un rendimiento de 100ng/ul y bajo las condiciones de pureza que

satisface los requerimientos de MACROGEN, para una secuenciaci—n —ma.

PCR colony

Esta tZcnica permite analizar directamente la colonia bacteriana o de levaduras, sin
necesidad de realizar minipreparaciones de ADN plasm’dico. Se pica con una punta
estZril una colonia. En el caso de las colonias bacterianas, se moja la punta en el volumen
de H20 correspondiente a la reacci—n de PCR, antes de agregar elresto de los reactivos
de la PCR. Con el mismo tip se inocul— un cultivo de LB-amp, para recuperar la bacteria
en caso de que la reacci—n de PCR dZ el producto esperado. Fialmente se procede a
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agregar el resto de los reactivos de la reacci—n tal como se idica anteriormente. Si se
trata de levaduras, la colonia picada se sumerge dentro de 12 ul de una soluci—n de
NaOH 100mM y se calienta al microondas durante 30 segundos. A continuaci—n, se
agregan entre 2 y 4 ul de esta mezcla a un tubo de reacci—nde PCR de 50 ul de volumen

final.
4. Doble h’brido

Para evaluar la interacci—n de las prote’nas se utiliz— alistema de doble h’brido en
levadura. EI mismo consiste en acoplar las prote’nas de interZs a un factor de
transcripci—n de dos dominios separables, el facto GAL4. Esto sdogra fusionando uno de
los ORF al dominio de uni—n a ADN (DB) y el otro ORF aldominio de trans-activaci—n
(AD), cada uno disponible en los vectores de expresi—n pPC97 y pDEST22

respectivamente.

MaV 203 es ' GAL4 y ' GAL80 (Gal80 es un represor, en su ausencia no se
necesita galactosa para activar promotor inducible con la misma), y lleva mutaciones en
los genes LEU2, HIS3 y TRP1.

Cuenta con 3 construcciones reporteras inducibles con GAL4, GAL1l:lacZ,
HISBUASGAL1::HIS3 y para contra selecci—n SPAL10::lRA3. Es decir, estas
construcciones poseen sitios de uni—n a GAL4. Por lo tanto,si hay interacci—n se
reconstituye el factor de transcripci—n y se activa la transcripci—de los genes reporteros

(Fig. mm.4). En este trabajo se analizaron los reporteros His3 y Ura3.

Figura mm.4: Representaci—n esquemitica del noecleo de la levadura transformada con los
plismidos de doble h’brido.
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Las prote’'nas X e Y representan las prote’nas que queremos estudiar su
interacci—n. Los genes reporteros His3, lacZ y Ura3 estfn intgrados establemente en el

genoma de la levadura, y su actividad se detalla a continuaci—n (ver Fig. mm.5):

Figura mm.5: Esquema de los tres reporteros disponibles en la cepa Mav 203, para el
antlisis de interacciones prote’na-prote’na.

URAS: su inducci—n resulta en la conversi—n de 5-FOA (fcido 5-ftwoorotico) en 5-

fluorouracil, lo que es t—xico e impide el crecimiento de lasévaduras.

Lac Z: codifica para la " -galactosidasa. Cataliza la hidr—lisis de lactosa a glucosa +
galactosa, o de sus antlogos. Entre ellos ONPG, cuya hidr—liss resulta en una molZcula
de galactosa y una de orto-nitrofenol de color amarillo. EI X-GAL (5-bromo-4-cloro-3-
indolil-" -D-galactopiran—sido), al ser degradado por la misma enzima da cono producto
galactosa + 5-bromo-4-cloro-3-hidroxindol, que es oxidado a 5'-dibromo-4,4'-dicloro-
'ndigo, un compuesto azul insoluble. Ambos reactivos son por lo tanto, empleados en

ensayos colorimZtricos

HIS3: codifica para la enzima imidazol glicerol fosfato deshidrogenasa, involucrada

en la s’ntesis de histidina. Su inducci—n resulta en la s'ntesis de este aminoZcido.

El sistema reduce de esta forma los falsos positivos, proveyendo 4 fenotipos para
ensayar interacciones verdaderas [His+ (3ATR), "-gal, Ura+ and 5FOA]. Sumindole a
esto la presencia del sitio ARS/CEN, que permite mantener un bajo ncemero de copias y

reducir as’, la toxicidad.
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Transformaci—n de Levaduras

En general las transformaciones se realizaron de manera secuencial, primero con
el pl¥smido pPC97 (fusi—n al dominio DB) y luego con el pDESP2 (fusi—n al dominio AD).
Para ello se crecieron las levaduras Mav203, se las transform— con éplfsmido pPC97 y

se seleccion— en medio L-.

Luego se aislaron clones de levaduras pPC97, se crecieron en L-, se las transform—

con el pl¥smido pDEST22 y se seleccion— en L-W-.
Todas las transformaciones se realizaron de la siguiente manera:

Se inocul— una colonia de levaduras en 1ml del medio adecado y se hizo crecer
durante toda la noche a 30{C. Se hizo una diluci—n del cutivo en el mismo medio hasta
alcanzar una DO600nm= 0,5 y se creci— durante 4 hs a 30C. Se centr'fugo durante 4
min. a 3000rpm, se lavaron con 4ml de TE o agua estZril y se centrifug— 2min. a igual
velocidad. Las cZlulas se resuspendieron en 500pl de soluci—rde AcLI/TE 1X y se dejaron
durante 20min a 30{C con agitaci—n. Se separaron en distintcs tubos Eppendorf 100 ul de
las levaduras resuspendidas (la cantidad de los tubos dependi— de la cantidad de
transformaciones a realizar). Se los centrifug— y a cada uno se @ resuspendi— en la
soluci—n: 150ul de PEG-3350 40%, 18ul de AcLi/TE, 8ul de agia, 2ul de ADN de esperma
de salm—n y 1,5 ul del pl¥smido. Luego cada tubo fue agado en vortex y sometido a
shock tZrmico durante 40 min. a 42{C. Por celtimo se centrifug—cada tubo, se
resuspendieron las cZlulas en 100ul de TE o agua y se depositaron en forma de gotitas en

el medio de selecci—n adecuado y se crecieron a 30% C durante @as aprox.

Selecci—n de interacciones positivas por doble h’brid o en levaduras

Se pican 3 colonias independientes de levaduras co-transformadas con los
plfsmidos pDEST22 y pPC97 conteniendo las prote’nas X e Y respectivamente, de la
placa de transformaci—n, y se las estria en una nueva placa SC keu-Trp- (placa maestra).
Se incuba durante 48 hs. a 30C y luego se procede a evalua r la activaci—n de los genes

reporteros.
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Ensayo de ONPG (actividad de " -Galactosidasa en medio I'quido)

Se crece un cultivo de 2,5 ml durante toda la noche en tubo falcon (medio SC Leu-
Trp-) con agitaci—n. Al d'a siguiente se divide el volumen en2 tubos de 1,5 ml. Con el

volumen remanente se mide D.O. a 580/600nm (100 ul en lector de ELISA).

Se centrifugan los tubos a 5000 rpm 3 minutos, se descarta el sobrenadante y se
resuspenden luego en 240 ul de buffer Z ([16.1 g Na2HPO4#¥7HO0, 5.5 g NaH2POs¥HO0,
0.75 g KCl, y 0.246 g MgSO4¥7H:0 disuelto en 1| de agua estZril, ajustar a pH 7.0 y filtrar]
con 1 o 2 hs de agitaci—n. A continuaci—n, se debe sumergen nitr—geno I'quido durante 5
minutos para permeabilizar las cZlulas y luego descongelar. Se a—aden entonces 560 ul
de buffer Z, 1,52 ul de "-mercaptoetanol y 80 ul de ONPG (4mg/ml) a cada tubo. A partir
de este paso, se incuban a 30{C con agitaci—n y se toman alcuotas (275 ul) a distintos
tiempos deteniendo la reacci—n con (100ul) NaCOs 1M. Luego, se centrifugan 10 minutos
a 12.000 rpm y se lee D.O. del sobrenadante a 414/420 nm. La lectura final del ensayo
para establecer comparaciones se realiza normalizando la D.O. a 414 nm con la D.O. a

580 nm la cual es proporcional al ncemero de cZlulas.

Evaluaci—n del reportero His3 en placa

Las levaduras co-transformantes se depositaron en forma de estras en medio L-W-
H- en presencia de 3AT, de distinta molaridad segcen el expeimento (15mM, 25mM o

50mM). Se crecieron entre 2y 3 d’as a 30% C y luego fueron fotgrafiadas.

El 3AT es un inhibidor dosis dependiente del producto del gen His3 -imidazol
glicerol fosfato deshidrogenasa- de la bios'ntesis de histidina. Dado que las cepas de
levadura presentan una cierta fuga (OleakingO) de dicho marcadola presencia de distintas
concentraciones de 3AT permite evitar falsos positivos, y tambiZn diferenciar las

interacciones fuertes, moderadas y dZbiles de los pares interactuantes.

Evaluaci—n del reportero Ura3 en placa

Las levaduras co-transformantes se depositaron en forma de estras en medio L-
W-, en presencia de 5 FOA 0.2%. Se crecieron entre 2 y 3 d’'as a 30% C y luego fueron

fotografiadas. EI 5 FOA (fcido 5-fluoroorotico) se convierte a 5-fluorouracil, reacci—n
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catalizada por la enzima Orotidine-5'-phosphate (OMP) decarboxylase. Esta enzima est?
codificada por el gen Ura3, y en los casos en donde haya una interacci—n que reconstituya
el factor de transcripci—n GAL4, se activa la s'ntesis de la misma En consecuencia, se
convierte el 5-FOA en el 5-fluorouracil que resulta t—xico para las cZlulas, no

observindose crecimiento en placa.
Controles

El sistema OProQuestTM Two-Hybrid System with GatewayTM TechnologyGie
Invitrogen utilizado en este trabajo, aparte de los pltsmidos, AD y DB, y de las levaduras
Mav203, contiene cinco cepas de levaduras control: A, B, C, D y E. fstas contienen pares
de plismidos expresando prote’nas fusi—n de manera tal que érman un espectro
creciente de fuerzas de interacci—n. Siendo el control A de iteracci—n nula y el E, el de

interacci—n mis fuerte.

Cada vez que se evaluaron mutantes, en cultivo I'quido o en placa, se largaron

simulttneamente las cepas Ay E como controles positivo y negativo.

Cultivo del estadio epimastigote de  Trypanosoma cruzi

Se utilizaron T. cruzi epimastigotes, cepa CL Brenner. El cultivo de epimastigotes se
efectu— en medio LIT a 28{C. T’picamente se inicia un culivo con 1x10° cZlulas/ml y a los
siete d’'as se alcanza la fase exponencial con 1x107 cZlulas/ml aproximadamente, en

donde debe repicarse a una nueva botella segoen una diluci++-1/100.

Transfecci—n en T. cruzi y obtenci—n de I'neas estables

Se crecen epimastigotes de la cepa CL Brener hasta fase exponencial en LIT
(1x107 cZlulas/ml). Se cosechan a 2000 rpm 10 minutos, y se realizan 2 lavados con
PBS1x estZril. 1x108 cZlulas se resuspenden en 350 pl de buffer de electroporaci—-A
(PBS1x + 0,5mM MgClI2 + 0,1mM CacCl,), se incuban en una cubeta junto a 50 pl de ADN
(Img/ml) 15 minutos en hielo y a continuaci—n se realiza unaelectroporaci—n a 400mV y
500 puF con 1 solo pulso, posteriormente se recuperan a temperatura ambiente durante 10
min. Finalmente se transfieren a botellas de cultivo con 5 ml y se incuban a 28 grados en

LIT suplementado con 10% de SFB. A las 24 se agrega G418 a una concentraci—n final de
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50 pg/ml, y se va aumentando hasta llegar a 500 pg/ml inclusive. La selecci—n se da por
concluda 4 semanas despuZs aproximadamente, cuando el 100% de los parisitos
transfectados con la construcci—n pTREX-GFP expresan la prote’na ver@ (parisitos

control).

Cultivo de epimastigotes inducibles

Para la expresi—n inducible de TcZFP1B y TcZFP2A en el partsib, lo primero que
se gener— fue una I'nea celular que expresa la ARN polimerasaT7 y represor del gen Tet
mediante la transferencia de epimastigotes con el pltsmido pLew13 utilizando un mZtodo
de electroporaci—n. Transfectantes estables fueron seleccionada y cultivados en el medio
cerebro-coraz—n-triptosa (BHT), (Cazzulcet al., 1985) suplementado con suero inactivado
por 10% de ternera fetal (FCS) y 200 pg/ml G418 (Gibco). Esta I'nea celular se transfecta
con la construcci—n de pTcINDEX (Taylor y Kelly, 2006) + TcZFP1By TcZFP2A fusionados
a un ep'tope eGFP y parfsitos transgZnicos se obtuvieron despuZs de la selecci—n con
200 mg/ml de G418 y 200 pg/ml de higromicina B (Calbiochem). Los epimastigotes se
cultivaron hasta alcanzar una densidad celular de 5 x 108 partsitos/ml y la expresi—n de la
prote’na fue inducida por la adici—n de 5 mg/ml de tetradilina por 60 a 72 horas.
Epimastigotes (1 x 10° cZlulas) fueron cosechadas por centrifugaci—n a 1.000 x g drante
5 minutos, se lavaron dos veces en PBS y lisadas en hielo por incubaci—n con buffer

Laemmli (para Western Blots) o fijado en un 4% de paraformaldeh’do (para IFIs).

Fijaci—n de parfsitos

Se toman 10 ml de cultivo de partsitos (5x107 parisitos/ml), se centrifugan 5
minutos a 2000 rpm en tubo falcon de 15 ml (fondo en V), se descarta el sobrenadante, y
se realiza un lavado con PBS 1X (5 ml). Luego se centrifuga nuevamente 5 minutos a
2000 rpm, descartfndose el sobrenadante. A continuaci—n se procele a fijar los parifsitos
en formaldeh’do/PBS 3,8% (5 ml) durante 20 a 30 minutos a temperatura ambiente.
Pasado ese tiempo, se centrifuga y se los resuspende en Metanol pre-enfriado a -20jC
durante 5 minutos. Posteriormente se realiza un nuevo lavado con PBS 1X para luego
resuspender en Triton X-100 0.2% en PBS e incubar durante 10 minutos (5 ml) a
temperatura ambiente. Finalmente se hace un celtimo lavado enPBS 1X y se bloquea con

PBS-BSA 5% (3 ml), durante toda la noche a 4;C (en tubo falcon) con agitaci—n.
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Inmunofluorescencia indirecta

Se toman 250 ul de partsitos fijados, se centrifugan 5 minutos a 2000 rpm a 4v4C,
se resuspendien en 200 ul del primer suero cuyas diluciones se hacen en PBS-tween-
BSA 1% y se incuban 40 minutos a T. amb. con agitaci—n. Lugo se centrifuga
nuevamente 5 minutos a 2000 rpm a 4%C y se hacen 3 lavadoscon PBS-tween 0.1%
(500ul) de 10 minutos con agitaci—n. Finamente se centrifu@ y el pellet de parisitos se
resuspende en 150 pl del segundo anticuerpo conjugado con el fluorocromo (una vez
agregado este anticuerpo las incubaciones se realizan con los tubos cubiertos con papel

de aluminio para evitar agotar la fluorescencia) y se incuba 40 minutos con agitaci—n.

Luego se repiten los lavados, a—adiZndose un celtimo lavad en PBS 1x, y
finalmente se resuspende el pellet en H20 (50 pl ). Este volumen se coloca y desparrama
en un portaobjetos que se flamea hasta que seca por completo. Por ultimo se coloca
encima una gota de fijador y se cubre con un cubreobjetos para observar a microscopio

de fluorescencia.

Tinci—n con DAPI

Se prepar— un stock de DAPI de concentraci—n 1mM (protegido dealluz y
guardado a -20¥C; PM DAPI, 350). Se prepar— luego una diluair-de DAPI 1X (2ug/ml) en
PBS que fue usada en la marcaci—n. Una vez montadas las cZlus previamente fijadas en
el portaobjetos, se las incub— por 5 minutos con la soluci+-de marcado DAPI (3 0 4 ul de
soluci—n 1X) cubriendo al preparado de la luz directa. Finahente se cubrieron y se

observaron al microscopio de fluorescencia con filtro para DAPI

Tinci—n con loduro de Propidio

Se utilizo el loduro de propidio en soluci—n (1 mg/ml en aga) de Invitrogen
(P3566). Es preciso un tratamiento con ARNasa si la muestra se fija en paraformaldeh’do,

formaldeh’do o glutaraldeh’do. Para lo cual se sigui— el sigliente procedimiento:

¥ Equilibrar la muestra brevemente en 2X SSC (NaCl 0,3 M, citrato de sodio 0,03 M,
pH 7,0).
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¥ Incubar la muestra en 100 mg / ml ADNasa libre de ARNasa en 2X SSC durante 20

minutos a 37 jC. 1.3 Lavar la muestra tres veces, a 1 minuto cad a uno, en 2X SSC.
a. Contratinci—n

¥ Equilibrar la muestra en 2X SSC.

¥ Hacer una soluci—n de 500 nM de IP mediante la diluci—n d& mg / ml (1,5 mM)
1:3000 en 2X SSC. Se incuban las cZlulas, cubierto con el soluci—n de IP diluida,
durante 1-5 minutos.

¥ Lavar la muestra en varias ocasiones en 2X SSC. Sacar el exceso de I'quido

cubreobjetos y montar en un medio con un reactivo Antifade

6. Expresi—n de Prote’na Recombinante en Bacterias
a) Prueba piloto de expresi—n: Tiempo —ptimo de inducci —n

A partir de una estr'a de bacterias E. coli BL21 / pDEST17-WW(nj)Nt, se tom— una
porci—n e inocul— en 10 ml del medio I'quido LB-Ampicilina (1tAmp 1000ug/ml : 1ml de
LB). El cultivo se creci— O.N. (aproximadamente 17hs) en agitador a37 Cy 250 rpm.

Al d’a siguiente se diluy— 1:20 con el mismo medio (0 segcen s& necesario para
alcanzar la D.O. requerida), llevando a un volumen final de 50ml y se midi— la D.O. a
600nm en espectrofot—metro, empleando como blanco medio LB. Separti— de una D.O.:
0,25-0.3 y se prosigui— con el crecimiento bajo las mismas condiiones hasta alcanzar

una O.D.: 0,55-0.6. Se tom— una al’cuota de 1ml, consideraé como tiempo Ohr (t Ohr).

El cultivo en fase exponencial se indujo con IPTG 1mM final y se dej— en agitaci—n
(mismas condiciones) durante 3hs. Cumplida cada hora, incluyendo la 3ra, se extrajo una

al’cuota de 1ml.

Todas las al’cuotas se centrifugaron en tubos ependorff a 10.000rpm durante 5

minutos. Descartado el sobrenadante, los pellets se conservan en freezer a -20 C.

Los pellets bacterianos se resuspendieron en 100 ul de PBS 1X. Se tomaron 20ul a
los que se le agreg— 5ul de craking buffer 5X, para luegadlevar a sonicar con 2 pulsos de

20 segundos cada uno, de amplitud 20. Estas muestras se analizaron por SPS-PAGE.
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b) Producci—n a gran escala para purificaci—n de la p rote’na

Se parti— de un cultivo de 50ml LB-Ampicilina, de bacterias E. coli BL21 /
pDEST17-WW(n)Nt, crecido O.N. Luego se diluy— 1:20 llevando a un volumen final de
500ml, sobre el que se midi— la D.O. a 600nm. Nuevamente separti— de una D.O.:
0,25-0.3 y se sigui— con el crecimiento bajo las mismas condicioes hasta alcanzar una
D.O.: 0,55-0.6. Se tom— una al’cuota de 2ml, considerada comomuestra pre-inducci—n. El
cultivo se indujo con IPTG 1mM final y se dej— en agitaci—durante 3hs. Pasadas las 3hs,
se tom— una al’cuota de 2ml, considerada como muestra post-inducci+- El cultivo total se
pas— a tubos de centrifuga 250ml y se centrifug— a 5500rpndurante 15 minutos. Se
descart— el sobrenadante y los pellets se preservaron en freezer-20C hasta su posterior

utilizaci—n en la purificaci—n proteica.

c¢) Purificaci—n con resina de Niquel-NTA

Los pellets obtenidos en 6. b) se resuspendieron con 8ml de Buffer de lisis de
Hidrocloruro de Guanidina. Se pas— la suspensi—n a un falcof5ml y se dej— en agitador
por 10 minutos, temperatura ambiente. Durante este per'odo la suspensi—n se vuelve
densa y muy opaca, producto de la lisis bacteriana y liberaci—n del ADN al medio
extracelular. Luego, se hicieron 4 rondas de sonicaci—n con pilsos de 20 segundos a
amplitud 65, hasta observar que la suspensi—n se clarifica y ddminuye su densidad. Se

centrifug— a 4500rpm durante 15minutos, se tom— el sobrenadaaty descart— el pellet.

Por otro lado, se tomaron 2ml de suspensi—n etanol:resina Ni-N'A Agarose (1:1) de
Qiagen y se hicieron 3 lavados con Buffer de lisis de guanidina. Se agregaron a los 2ml de
resina 5 ml del buffer, se centrifug— a 4000rpm durante 1,30 minutos y se descart— el
sobrenadante. Luego del tercer lavado se resuspendi— en 1ml @l Buffer de lisis de

guanidina, quedando en una proporci—n 1 Buffer: 1 resina.

A la suspensi—n de resina se incorporaron los 8ml del sobrenadate proveniente de
la lisis bacteriana y se incub— durante 30 minutos con ag#éci—n a temperatura ambiente.
Cumplido este tiempo se centrifug— a 4500rpm por 15minutosy se descart— el
sobrenadante. Al pellet se le agreg— 4ml de Buffer de pegao desnaturalizante pH 7.8, e
incub— 2 minutos en agitador, se centrifug— a 3300 rpm pol,30 minutos. Se tom— una
al’cuota de 2ml del sobrenadante, el resto fue descartado. Esto se hizo dos veces. Luego

el pellet se resuspendi— en 4ml de buffer de lavado desnatiralizante pH 6.0, y se repiti— el
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procedimiento anterior, tambiZn por duplicado. Finalmente el pellet obtenido luego del
celtimo lavado a pH 6.0, se resuspendi— en 4 ml de buffereeluci—n desnaturalizante, pH
4.0. Se incub— 30 minutos, centrifug— como antes, y reserv— ell@@nadante. Todas las

al’cuotas se preservaron en Eppendorf a -20 C.

Para preparar muestras y correr un SDS-PAGE, de cada al’cuota se tom—20 &l en
un Eppendorf, a los que se le incorporan 5 & de cracking buffer (5X). Se llev— a ba-o0

tZrmico 95 {C por 5 minutos. Luego de esto la muestra se encuen tra lista para analizar.

7. Antlisis de prote’nas
a) Electroforesis de prote’nas en geles de poliacrilami da

Para separar las prote’'nas de acuerdo a su tama—o se hicieron geles de
poliacrilamida 15%, lo que permite obtener un rango de separaci—n lineal entre 12-43kDa.
Dentro de este rango se encuentra el peso molecular esperado de nuestras prote’nas

(aproximadamente 30kDa)

Se prepar— gel concentrador y separador, como se detalla en méeriales 1. d).
Primero se deposita la mezcla para el gel separador, una vez s—lilo este, se agreg— la del

gel concentrador y el peine para obtener las calles de siembra.

Una vez obtenido el gel, se carg— el mismo en la cuba de ¢ectroforesis y agreg—
buffer de corrida 1X. Finalmente se sembraron los 25ul de muestra, preparada como se
detallo en 6 .c), el marcador de peso molecular prete—ido (PageRuler? Prestained Protein
Ladder B Fermentas) y una curva de BSA (0.5ug/5ul a 10ug/pl). Se conect— a la fuente
para correr 90V (voltaje constante) hasta que la muestra termine de atravesar el gel
concentrador y luego a 120V hasta ver que el frente, demarcado por el colorante azul de

bromofenol, sale del gel.

b) Tinci—n con Coomasie Blue

Finalizada la corrida de SDS-PAGE, se extrae el gel de la cuba de electroforesis y
de los soportes de vidrio, para sumergirlo en soluci—n de tinég—n con Coomassie Blue
0,025%. En esta soluci—n de tinci—n se deja el gel durantd0 minutos con agitaci—n.
Luego, se lavan los geles con agua destilada y se desti-en con MeOH-acZtico.

81



c¢) Transferencia

Para ensayar la presencia de prote’na espec’fica mediante Western Blot, se
procedi— en primer lugar a transferir las prote’nas cargadasnegativamente en el gel de
poliacrilamida a una membrana PVDF. En primer lugar, debido a la alta hidrofobicidad de
este tipo de membrana, luego de cortarla del tama—o del gel se la hidrat— con metanol.
Posteriormente se la sumergi— en el buffer de transferencia. Porotro lado se cortaron
papeles filtro y se tomaron dos almohadillas, todo esto se embebido en el mismo buffer.

En el cartucho de transferencia se dispuso a cada lado una almohadilla y por sobre
esta dos papeles filtro. Luego del lado del cttodo se coloc— el gel, y por sobre este la
membrana, controlando que no se formen burbujas de aire. Dado que la membrana queda
hacia el lado del ¥nodo se permite que al aplicar el potencial elZctrico, las prote’nas se
transfieran desde el gel hacia la membrana. Luego se cerr— el catucho y se dispuso en la

cuba de transferencia. Se aplico voltaje constante, 90V durante 1hr.

Para verificar la transferencia de la prote’na de interZs, se busc— visualizar en la
membrana, la banda del tama—o correspondiente a la prote’'na pero del marcador
prete—ido. TambiZn se hizo una tinci—n con el colorante Ra) Ponceau, el que se une

reversiblemente a prote’nas. Luego de visualizar se desti— con BS.

d) Western blot

A partir de la membrana con prote’'nas, se bloque— la misma conuna soluci—n
TTBS-5% Leche descremada durante 16hs a 4C. Luego se hicieron tres lavados con
TTBS, cada uno de 10 minutos. Se incub— con anticuerpo primariodurante 2hs, en
agitaci—n. Se lav— 3 veces con TTBS. Se incub— con anticuerpo sewlario anti Ig de
rat—n acoplado a la peroxidasa de ribano (HRP), por una horay lavo como antes,

agregando un celtimo lavado con TBS.

Para revelar la uni—n espec’fica prote’na-anticuerpos se utilzaron reactivos para
ECL (Enhanced chemiluminescence). Debido a que la enzima cataliza la oxidaci—n de
luminol a 3-aminoftalato, el que emite luminiscencia a 428nm, y esta emisi—n se ve
aumentada por la presencia del fcido p-coumirico, se puede observar la presencia de
zonas de emisi—n (presencia de prote’na unida a los anticuerps) en placas de rayos X.
Para ello se mezclaron 500&l del reactivo de ECL (luminos-tcido p-coumzrico) con 500 &

de Tris-Hcl 100mM pH 7,8. Ademis se agreg— 18l de H2O.. Esta soluci—n se deposit—
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sobre la membrana y se deja incubar por 3 minutos. Luego se dispuso la misma en un
cassette de revelado, y en oscuridad se expuso la placa de rayos X durante 10 segundos
a 1 minuto dependiendo de la concentraci—n proteica de lamuestra. Pasado este tiempo
se hizo pasar la placa por la mtquina de revelado (Kodakxxx), tambiZn en oscuridad. Una
vez que la placa fue liberada de la m¥quina se puede observar la presencia de bandas a
luz natural. Conviene no movilizar la membrana del cassette de revelado, para superponer
la placa y poder demarcar con microfibra, el marcador de peso molecular y los I'mites de

la membrana en la placa.

8. Obtenci—n de Anticuerpos
a) Protocolo de inmunizaci—n

Ratones CF1 machos de entre 6-10 semanas de edad, fueron inmunizados por
inyecci—n subcutinea con alrededor de 408g de prote’na purificada. El d'a 1 se realiz— un
sangrado pre-inoculaci—n por punci—n submaxilar, para extraer ~&0 de sangre. La
primera dosis se administr— el 2j d’a en presencia de adyuvante completo de Freund,

mientras que las siguientes fueron con adyuvante incompleto de Freund.

El adyuvante y la prote’na fueron agregados en igual volumen y emulsionados en
v—rtex hasta observar una consistencia densa. Los animales recil®ron en total 3 dosis de
prote’na, entre la primera (d’a 2) y la segunda inmunizaci—n(d’'a 17), pasaron 15 d’as. El
mismo tiempo se dejo pasar entre la segunda y la tercera (d’a 32). Luego de 10 d’as de la
segunda inmunizaci—n (d'a 27) se tom— un segundo sangrado popunci—n submaxilar
tambiZn de ~50ul de sangre. 10 d’as despuZs de la celtimainmunizaci—n (d’a 42), se tom—
un tercer sangrado por punci—n submaxilar tambiZn del mismo volmen. Los ratones
fueron sangrados a blanco por punci—n card’aca 15 d'as despws de la 3jinmunizaci—n
(d’a 47). La sangre obtenida, se incub— a 37{C por 1 horay despuZs a 4C por 15
minutos. Luego se centrifug— por 10 min. a 13000 rpm. a temgratura ambiente, y se

obtuvieron los sueros (el sobrenadante).

b) Dot blot

Con el objetivo de analizar la presencia de anticuerpos espec’ficos en los sueros
previos al sangrado final se realiz— una prueba sobre membranasde nitrocelulosa. Se
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cortaron tiras rectangulares (3cm x 7mm) de la membrana, sobre la que se coloc— en
forma de gotas: 1- BSA 100ng, 2-prote’na purificada 50ng y 100ng. Luego se bloque—
durante una hora con una soluci—n TTBS-5% Leche descremada a tempratura ambiente.
Los lavados e incubaciones se realizaron colocando las tiras y la soluci—n en un tubo
Eppendorf 2ml, para asegurar que toda la superficie tenga contacto con el I'quido.
Posteriormente se hicieron tres lavados con TTBS, cada uno de 10 minutos. Se incub—
con una diluci—n del suero (1/50, 1/100) y por otro ladocon suero pre-inmune como
control negativo, durante 2hs, en agitaci—n. Se lav— 3 veceson TTBS. Se incub— con
anticuerpo secundario anti-lg de rat—n acoplado a la peroxidaa de ribano (HRP) por una
hora y lavo como antes, agregando un celtimo lavado con TBS. Elrevelado prosigui— como

para el caso de un western blot t’pico.

9. Citometr'a de flujo por fluorescencia (  Fluorescence Activated Cell Sorting,
FACS)

1 x 107 epimastigotes en fase logaritmica se lavaron dos veces con PBS y se fijaron
en 500 ml de 70% (v / v) de etanol helado/PBS durante toda la noche a 4 C. Las cZlulas
fijadas se resuspendieron en 500 ml de PBS suplementado con 50 mg/ml de ioduro de
propidio, 20 ug/ml de ARNasa Ay 2 mM EDTA en PBS antes de la incubaci—n a 37 C
durante 30 min. El antlisis de citometr'a de flujo por fluorescencia (FACS) se realiz— con
un FACSCalibur Becton Dickinson utilizando el FL2-A (la detecci—n de emisi—n de
fluorescencia, entre 543 y 627 nm, para ioduro de propidio), los detectores de la
dispersi—n hacia adelante y de dispersi—n lateral, respectivamea. Un total de 10.000
eventos fueron cosechados de cada muestra. Los datos fueron interpretados utilizando el

software WinMDI 2,9 (Scripps Research Institute).

10. Pirosecuenciaci—n de las muestras de ARN (RNA-seq).

ARN total de epimastigotes tanto del control no inducido como de los epimastigotes
inducidos fueron extra’dos de replicas biol—gicas utilizan@ procedimientos standard (Ben-
Dov et al., 2005). La cantidad total del ARN y la calidad se evaluaron utilizando el Agilent
2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies). TambiZn se cuantificaron por Ribogreen (Tabla

mm.1)
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Tabla mm.1: Cuantificaci—n por Ribogreen (Invitrogen) del  ARN total y mensajeros (pos
enriquecimiento) de epimastigotes de  T. cruzi, no inducidos (control) e inducidos con
tetraciclina
Los ARN Poli-A + fueron seleccionados por cromatograf’a por oligo-dT con el kit de
Invitrogen, Dynabeads mMRNA DIRECT? Kit (610-11) segcen las instrucciones del
fabricante, utilizando 75 ug de ARN total extra’do de duplicados biol—gicos para cada

condici—n.

Figura mm.6: Control de calidad y cantidad a travZs del Agilent Bionalizer 2100 del ARNm
de T. cruzi control e inducido, previo a la fragmentaci—n gu’'mica (RNA Pico Chip).

La purificaci—n de dos rondas de poliA + permite la disminici—n de la contaminaci—n
ARNr debajo del 11%. Un total de 200 ng de ARNm se cuantific— por Ribogreen(Quant-
iT? RiboGreen” RNA Reagent, Invitrogen, R11491) segoen las instrucciones del
fabricante (Tabla mm.1). Se evaluaron las calidades en un chip Pico RNA 6000 en el

Agilent 2100 Bioanalyzer, tanto del ARNm pre-fragmentado como post-fragmentado. El
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ARNm fue fragmentado con una soluci—n de ZnCGl de acuerdo con el manual de cDNA
(mZtodo ripido para la preparaci—n de bibliotecas de 454-Rock), para la generaci—n de
fragmentos con un tama—o medio de 500 pb (Figuras mm.6 y mm.7). Finalmente, el
cDNA fue sintetizado utilizando hextimeros al azar de acuerdo a las instrucciones del

fabricante (Roche).

Figura mm.7: Control de calidad y cantidad a travZs del Agilent Bionalizer 2100 del ARNm
de T. cruzi control e inducido, despuZs de la fragmentaci—n qu'mi  ca (RNA Pico Chip).

El cDNA se utiliz— para la s'ntesis de la biblioteca de cDNAque incluye la
reparaci—n de los extremos, la ligaci—n de los adaptadores A/ B junto con los
identificadores multiplex (MIDs). La ligaci—n de los adaptaores permitirf los siguientes
pasos: purificaci—n, cuantificaci—n, amplificaci—n y secuenciaci—a calidad de las
bibliotecas de cDNA se evalu— mediante un chip de alta sesibilidad en el Agilent 2100
Bioanalyzer (Figura mm.8). El adaptador A contiene el fluorosforo FAM, y la concentraci—n
de los adaptadores ligados se midi— en un fluor—metro delacas FluorStar OPTIMA
(BMG) (Figura mm.9).

A partir de las bibliotecas de cDNA obtenidas se procedi—a la amplificaci—n de la

mismas mediante una PCR en emulsi—n (emPCR). La emPCR consiste ena creaci—n de
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Figura mm.8: Control de calidad y cantidad a travZs del Agilent Bionalizer 2100 de las
bibliotecas de ADNc de T. cruzi control e inducido (DNA High Sensitivity Chip)

microreactores, burbujas, de agua en una emulsi—n de aceite, endonde habrt una
nanopartcula (bead en inglZs) que contiene oligonucle—tlos espec’ficos para que se
pegue complementariamente el adaptador B. Por cada nanopart'cula se pegarf un cenico
fragmento de la biblioteca, y en cada microreactor habrt una cenica nano part'cula, en la
mezcla de reacci—n, que incluye el oligonucle—tido de amplifici—n, la ADN polimerasa y
dNTPs, se producir durante aproximadamente 6 horas (1 x 4 minutos a 940C, 50 X 3000 a
940C, 4,50 a 580C, 3000 a 680C) la amplificaci—n clenas dragmentos alrededor de cada

nanopart’cula. Una vez amplificados, la emulsi—n se romperf, selavart varias veces
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Figura mm.9: Curva de concentraci—n de la bibliotecad e cDNA en funci—n del fluor—sforo
FAM. Datos cargados en I'nea en la calculadora para bibliotecas ripidas en www.454.com

(mnimo 10) y se procederf a su enriquecimiento. El enriquecimiento de las

nanopart’'culas con los fragmentos amplificados consiste en primero usar una soluci—n con
NaOH para despegar la hebra complementaria, y ahora los fragmentos quedarin simple
cadena. Luego se usa un oligonucle—tido de enriquecimientoque contiene biotina, que
una vez pegado permitirf pegar las nanopart’culas a otras nanopart’culas magnZticas con
estreptavidina. Las nanopart’culas que mis fragmentos amplificados tengan mis se
pegarfn a un soporte magnZtico, y con una serie de lavados sucesivos esto permitirf

concentrar las nanopart’'culas que mis fragmentos hayan amplificado (enriquecimiento).

Como en realidad cada vez que se construye una biblioteca, la proporci—n 1
fragmento = 1 nanopart’cula es desconocida, en principio se realiza lo que se denomina
una titulaci—n. La misma consiste en probarcuatro puntos a distintas concentraciones de
molZculas teniendo en cuenta que para ADNc se prueban 2, 4, 8 y 16 copias por
nanopart'cula (1,2 ul, 2,4 ul, 48 ul y 9,8 ul de una soluci—n 4 X 168 molZculas,
respectivamente). Las nanopart’culas se midieron con un contador de part'culas Beckman
Coulter 71, antes del enriquecimiento, Onanopart'culas recuperadasO, y post
enriquecimiento, Onanopart'culas enriquecidasO. Las cuatro concdraciones diferentes se
realizan para obtener un enriquecimiento del 8% (ver Tabla mm.2a). La titulaci—n se llevo
a cabo siguiendo el protocolo de peque—os volcemenes de emP@®R (emPCR Method
Manual - Lib-L SV de 454-ROCHE).
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Tabla mm.2: A) Resultados de la emPCR de peque—o volume n (Titulaci—n) B) Resultados de
la emPCR de medio volumen.

Una vez elegido el punto que mis se acerca a un enriquecimento del 8%
(recomendaci—n 454-Roche) se procede a amplificar un medio volumende nanopart’culas
segcen el manual correspondiente (emPCR Method Manual - Lib-L MVde 454-ROCHE).

Los resultados obtenidos se muestra en la tabla mm.2b.

Tabla mm.3: Estad’sticas de la secuenciaci—n del ADNc
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A partir de las nanopart'culas enriquecidas conteniendo el oligonucle—tido de
secuenciaci—n unido, se adicion— ADN polimerasa y estas fueromezcladas con otras
nanopart'culas que contienen las enzimas sulfurilasa y luciferasa para la reacci—n de
pirosecuenciaci—n. La misma permitirf que en cada flujo de nucle—tidos, de a uno por vez,
cada nucle—tido adicionado provocar? el desprendimiento de ungrupo pirofosfato, que en
definitiva hart que se desprenda luz. La luz ser} captada por una cimara de alt'sima
resoluci—n, que asociada a cada flujo de nucle—tidos sacarina foto. En total se producen
200 ciclos de 4 flujos, uno por cada nucle—tido, por logque se producen un total de 800
imfgenes. Las im¥genes luego serfn procesadas para asignarle a cada se—al de luz, el
ncecleotido y su cantidad respectiva. El resultado final es unconjunto de lecturas que
permiten saber la secuencia de nucle—tidos en un fragmento pomedio de 450 pares de

bases.

Figura mm.10: Resultados de la pirosecueciaci—n de al  to rendimiento del ARNm de
epimastigotes de T. cruzi control e inducidos. Cantidad de lecturas obtenidas en el eje X y
longitud en pares de bases en el eje Y.

90



La secuenciaci—n se realiz— utilizando protocolos estindar (45Roche) en las
instalaciones de la plataforma de gen—mica y bioinformfticade INDEAR (Rosario,
Argentina). La mitad de una pico placa titanium (PTP) se dividi— en cuartos, con un cuarto
para los duplicados biol—gicos de la condici—n de a inducidos con dos MIDs
(identificadores Multiplex) y el otro cuarto para los duplicados de la condici—n inducida con
dos MIDs. Los datos producidos por la secuenciaci—n fueron u total de 233310 lecturas
para los partsitos control y 206703 para los partsitos inducidos, con una longitud media

de lectura de 464 y 455 bases, respectivamente. (Tabla mm.3 y Figura mm.10.)

11. Bases de datos y herramientas bioinformzticas

Se utiliz— el sistema integrado de bcesqueda disponible erel sitio de ONational
Center of Biotechnology InformationO lttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/) que contiene tanto las
bases de datos de secuencias de nucle—tidos (Nucleotide) yprote’nas (Protein) como
tambiZn algunas herramientas cetiles para sus respectivos andikis. Otras bases de datos
utilizadas en este trabajo fueron obtenidas a partir de los proyectos de secuenciaci—n de
los genomas de Trypanosomas con licencia acadZmica: http://www.tigr.org/tdb/e2k1/tcal/

para el caso del genoma de T. cruzi, y www.geneDB.org tanto para T. cruzi como para T.

brucei.

El almacenamiento de todas las secuencias de los ORFs hallados, el ensamblado
de contigs, los alineamientos de secuencias, etc. fueron llevados a cabo utilizando el
paquete de software NTI-Vector 8, Informax. Algunos alineamientos se llevaron a cabo
tambiZn utilizando el software ClustalW disponible on-line en el sitio: http://www.ebi.ac.uk/
Tools/clustalw2/index.html. Las boesquedas de dominios proteicos por perfiles de po HMM
(Hidden Markov Model) se hicieron en las bases de datos de pfam y smart (http:/
www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/ y http://smart.embl-heidelberg.de/, respectivamente). El
modelado 3D in silico de dominios proteicos se hizo utilizando el software disponible en el
sitio de acceso libre http://swissmodel.expasy.org/workspace/, que a su vez tambiZn
posee dentro una base de datos de estructuras previamente determinadas en formato
pdb.
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SCRIPT de Normalizaci—n y comparaci—n de tratamientos de RNA-seq por
454.

Los datos crudos se filtraron para lecturas duplicadas artificiales y se mapearon
contra los haplotipos de T. cruzi CL-Brener Esmeraldo y no Esmeraldo (Weatherly et al.,
2009) como genomas se referencia. El mapeo se realiz— mediante & software 454 GS
Reference Mapper (Roche). Las lecturas asignadas como cenicas sonlas que se tuvieron
en cuenta para su posterior procesamiento. Las estad’sticas se pueden encontrar en la

figura. 15 del cap’tulo 4.

Con el objetivo de normalizar y poder comparar los dos tratamientos de los ARNm,
el conjunto de las lecturas cenicas se normalizaron primero porla longitud del gen. Puesto
gue la fragmentaci—n del ARN produce fragmentos con un promedy de 500 b, se introdujo
un factor para cada gen como una relaci—n entre la longituddel gen y el tama—o del
fragmento (500 b). Si el tama—o del fragmento es mayor que la longitud del gen entonces
el factor es 1. Si el tama—o del fragmento es menor que la longitud del gen entonces un

factor de correcci—n se introduce en la f—rmula siguiente:

enelLength :
factor! n"# We fragmentSize% genelLength
1 fragmentSize& genelLength
uniqueReadsCouhgeng”, ~ min!totalReads,totalReads”
totalReads ~ factor,

normalizedReadgn"#

Una vez calculados el total de las lecturas normalizadas para las condiciones Ay B
para los duplicados biol—gicos, el cambio de niveles de expesi—n se calcula como la

relaci—n entre las lecturas normalizadas entre el control no indgido y el inducido.

Los datos se procesaron con el siguiente script programado en PERL

espec’ficamente para este proyecto por el bioinform#tico de INDEAR, Santiago Revale:

#!/usr/bin/perl -w
use Math::Round gw(nearest);

my $usage = "$0 <annotation file> <ref status file 1> <ref status file 2> <avg read length> <reads
cutoff> <fold cutoff>\n\n";

$usage .= "The script generates a TAB result from comparing both files and writes it to STDOUT.\n";

die $usage unless $ARGV[0];
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my $ref_file_1 = shift;
my $ref file_2 = shift;
my $avg_read = shift;
my $read_cutoff = shift;
my $fold_cutoff = shift;
my $ref _file = shift;
my $ann_file = shift;
my %refs_ 1 = ();
my %refs 2 = ();
my $reads_1 = 0;
my $reads_2 = 0;
my %ref_ann = ();
open(FASTA, $ref _file) || die "can not open input file";
while (my $line = <FASTA>)
{
next unless ($line =~ m/*>/);
my ($id) = $line =~ m/">([Ms]+)/;
my ($cds_length) = $line =~ m/length=(["s]+)/;
$ref_ann{S$id}{'cds_length'} = $cds_length;
}
close(FASTA);
if (defined($ann_file))
{
local $/ = 'Gene:
open(ANN, $ann_file) || die "can not open annotation file";
while (my $gene = <ANN>)
{
next if ($gene =~ m/"Gene:/);
my ($id) = $gene =~ m/([M\n]+)/; $id = "GeneDB_$id";

my ($go_func, $go_proc, $go_comp) = $gene =~ m/Annotated GO Function: (["\n]+)
\nAnnotated GO Process: ([*\n]+)\nAnnotated GO Component: ([Mn]+)/;

my ($go_func_alt, $go_proc_alt, $go_comp_alt) = $gene =~ m/Predicted GO Function: (["\n]+)
\nPredicted GO Process: (["\n]+)\nPredicted GO Component: ([Mn]+)/;

$go_ann{$id}{'function’} = ($go_func ne 'null’)?$go_func:$go_func_alt;

$go_ann{$id}{'process’} = ($go_proc ne 'null)?$go_proc:$go_proc_alt;
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$go_ann{$id}{'component’} = ($go_comp ne 'null’)?$go_comp:$go_comp_al;

}
close(ANN);
local $/ = "\n";

}
open(REF1, $ref _file_1) || die "can not open input file";
while (my $line = <REF1>)
{
chomp($line);
my ($id) = $line =~ m/A([MNs]+)/;
my @fields = split(At/, $line);
$refs_1{3$id} = [ @fields ];
$reads_1 += $fields[1];
}
close(REF1);
open(REF2, $ref_file_2) || die "can not open input file";
while (my $line = <REF2>)
{
chomp($line);
my ($id) = $line =~ m/A([Ms]+)/;
my @fields = split(At/, $line);
$refs_2{3$id} = [ @fields ];
$reads_2 += $fields[1];
}
close(REF2);
print ‘accesion’, "\t", 'cds_length', "\t", 'factor’, "\t";
print 'f1_coverage', "\t", 'f2_coverage', "\t", 'f1_reads', "\t", 'f2_reads', "\t";
print 'f1_norm_reads', "\t", 'f2_norm_reads', "\t", 'fold_change’, "\t";
print 'description’, "\t", 'go_component’, "\t", 'go_process', "\t", 'go_function', "\n";
my $relativize_to = ($reads_1 < $reads_2)?$reads_1:$reads_2;
foreach my $key (keys %refs_1)
{
my $cds_length = $ref_ann{$key}{'cds_length'};
my $factor = nearest(.1, ($cds_length / $avg_read));

$factor = 1 if ($factor < 1);
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my $rel_1 = ($refs_1{Skey}[1] * $relativize_to / $reads_1 / $factor);

if (exists($refs_2{$key}))

{
my $rel_2 = ($refs_2{Skey}[1] * $relativize_to / $reads_2 / $factor);
if ($rel_1 >= $read_cutoff || $rel_2 >= $read_cutoff)
{
my $fold = ($rel_1 <= $rel_2)?($rel_2 / $rel_1):(-$rel_1/$rel_2);
if ( $fold_cutoff == 0 || $fold <= (abs($fold_cutoff) * (-1)) || $fold >= abs($fold_cutoff) )
{
print $key, "\t"; # accesion
print $cds_length, "\t", $factor, "\t"; # cds length / factor
print $refs_1{$key}[4], "\t", $refs_2{Skey}[4], "\t"; # coverage
print $refs_1{Skey}[1], "\t", $refs_2{Skey}[1], "\t"; # reads
print nearest(.1, $rel_1), "\t", nearest(.1, $rel_2), "\t"; # normalized reads
print nearest(.1, $fold), "\t"; # fold change
print $refs_1{$key}[5]; # description
if (exists($go_ann{$key}))
{
print "\t", $go_ann{$keyH'component’}; # go component
print "\t", $go_ann{$key}{'process'}; # go process
print "\t", $go_ann{$key}{'function’}; # go function
}
print "\n";
}
}
}
else
{
if ($rel_1 >= $read_cutoff)
{
print $key, "\t"; # accesion
print $cds_length, "\t", $factor, "\t"; # cds length / factor
print $refs_1{$key}[4], "\t", O, "\t"; # coverage
print $refs_1{$key}[1], "\t", O, "\t"; # reads
print nearest(.1, $rel_1), "\t", 0, "\t"; # normalized reads
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print 1, "\t"; # fold change
print $refs_1{$key}[5]; # description

if (exists($go_ann{$key}))

{
print "\t", $go_ann{$keyH'component’; # go component
print "\t", $go_ann{$key}{'process'}; # go process
print "\t", $go_ann{$key}H'function'}; # go function

}

print "\n";

foreach my $key (keys %refs_2)

{

my $cds_length = $ref_ann{$keyH'cds_length'};

my $factor = nearest(.1, ($cds_length / $avg_read));

$factor = 1 if ($factor < 1);

my $rel_2 = ($refs_2{Skey}[1] * $relativize_to / $reads_2 / $factor);

if ($rel_2 >= $read_cutoff)

{

if (lexists($refs_1{$key}))

{

print $key, "\t"; # accesion

print $cds_length, "\t", $factor, "\t"; # cds length / factor
print 0, "\t", $refs_2{$key}[4], "\t"; # coverage

print 0, "\t", $refs_2{$key}[1], "\t"; # reads

print 0, "\t", nearest(.1, $rel_2), "\t"; # normalized reads
print 1, "\t"; # fold change
print $refs_2{Skey}[5]; # description
if (exists($go_ann{$key}))
{
print "\t", $go_ann{$key}{'component’}; # go component

print "\t", $go_ann{$keyH'process'}; # go process
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print "\t", $go_ann{$key}'function’};  # go function
}

print "\n";

Los resultados fueron pasados a un formato de hoja tabular conteniendo el ncemero
de acceso de GeneDB, el cambio en el valor de la expresi—n,a& descripci—n de GeneDB y

la anotaci—n GO (si estt disponible) para cada gen (Anexo 3).

Anzlisis computacional para la bcesqueda de secuencia s de motivos comunes

en los genes que cambiaron de expresi—n.

Para la definici—n de la secuencia 3 'UTR, se utilizo undongitud de 300 nt r'o abajo
del cod—n STOP de cada marco de lectura recuperando las secuenas de TritrypDB. Los
genes hom—Iogos dentro de cada grupo con 3'UTR similares feron filtradas para evitar
secuencias duplicadas. Los motivos con consenso se predijeron a partir de cada conjunto
de datos utilizando CMfinder 0.2. Los motivos candidatos obtenidos fueron utilizados para
construir un modelo estoctstico gramitico libre de contexto (SCFG) (programa
INFERNAL). ElI SCFG para cada motivo candidato se utiliz— para laboesqueda contra el
conjunto de datos espec’ficos y la base de datos complementarios para obtener el naeemero
de acceso para cada motivo (programa CMSEARCH). ElI motivo de mayor
enriquecimiento en el conjunto de datos espec’ficos se considera el motivo mejor
candidato. ElI motivo logotipo se construy— utilizando WebLogo (http://
weblogo.berkeley.edu/). Finalmente, el servidor RNAfold se utiliz— para trazar la structura
secundaria de los motivos de ARN representados. Las diferencias entre grupos fueron
examinados para la significaci—n estad’stica con el test de chicuadrado. Se hizo una
comparaci—n entre el grupo que contiene motivos y los gruposal azar de 3'UTR (115 listas

compuestas por 50 secuencias seleccionadas al azar).
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12. PCR cuantitativa (QPCR)

En primera instancia se realiz— una extracci—n de ARN total sobre nastras de
epimastigotes de T. cruzi (inducidos con tetraticiclina y sin inducir). Se corrobor— la
integridad del ARN obtenido, se cuantific— y mediante elkit de Invitrogen, Dynabeads
MRNA DIRECT? Kit (610-11) se purifico el ARN mensajero.

) Sobre este ARN mensajero se realiz— una retrotranscripci—n utilizandpara esto
random oligonucle—tido y el kit Transcriptor Reverse Transcriptasede Roche y se obtuvo
ADN copia. Se corrobor— la integridad de este y se cuantific—gpa utilizarlo en la reacci—n

de PCR cuantitativa.

Las amplificaciones mediante PCR a partir de ADN copia se llevaron a cabo con
oligonucle—tidos espefic’camente dise—ados (ver Anexo 1) en un volumen total de 20 ul
con el intercalante SYBR Green sobre un instrumento Lightcycler 480 (Roche
Diagnostics Corp., Indianapo de Long Island, NY, EE.UU.). Para llevar a cabo varias
reacciones en paralelo se prepar— una mezcla con todos los readivos necesarios para el
total. Cada reacci—n contenia 2 ul de extracto de ARN templao, 4 ul del kit Lightcycler
FastStart DNA Master?'VS SYBR Green (Roche Diagnostics Corp., Indianapolis, IN,
USA), 1 ul de cada oligonucle—tido (10 mM), y 12 ul de aguaestZril. Las condiciones de
ciclado consistieron en 5 min a 95, seguidos por 45 ciclos de amplificaci—n de 20
segundos a 95{C, 20 segundos a la temperatura de pegado de los oligonucleotidos de
60(C, y elongaci—n 20 segundos a 72[C. Para evaluar la e specificidad de amplificaci—n, se
antlizo la curva de fusi—n al final de cada corrida de PCR. W perfil de la curva de fusi—n
se obtiene calentando la mezcla a 95 C, enfriando a 55 j C (20s) y se calienta lentamente

a95C a0,1 C s -lcon medici—n continua de fluorescencia.
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Generaci—n de vectores de expresi—n Gateway de Trypanosoma cruzi

para mejorar herramientas de gen—mica funcional
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INTRODUCCION

Muchos grupos de investigaci—n se dedican en nuestro pa’s alestudio de diversos
aspectos del parisito causante del Mal de Chagas, Trypanosoma cruzi, sin embargo muy
pocos invierten recursos econ—micos y humanos al desarrollo de nevas herramientas
moleculares. Esta deficiencia es una de las causas que retrasan el avance en el estudio
funcional de genes de este partsito respecto a T. brucei por ejemplo.

En la actualidad, las herramientas basadas en la genZtica reversa han sido
empleadas en gran parte para obtener informaci—n biol—gicaobre los genes de funci—n
desconocida. Hoy en d’a los datos de secuencia gen—mica se dtienen ftcilmente, pero la
funci—n de los genes no es siempre extra’da de estos datosde forma directa. Estas
herramientas se han utilizado para muchos prop—sitos, tales comaocalizaci—n subcelular
de prote'nas (Tetaud et al., 2002), la identificaci—n de interacci—n de proteas
(Schimanski et al., 2005), la sobreexpresi—n de prote’nas (Martinez-Calvilloet al., 1997),
el knockout de genes (Xu et al., 2009) y el silenciamiento de genes (Wirtz et al., 1999).

Estas tZcnicas son especialmente importantes en el estudio de los protozoos
tripanosomz#tidos. La reproducci—n sexual, aunque no es frecueng, puede desempe—ar un
papel en la heterogeneidad de varias especies de tripanosomitidos. Sin embargo, estos
parfsitos en su mayor’a tienen una estructura poblacional clonal (Machado y Ayala, 2001,
Gaunt et al., 2003). Esta caracter’stica se opone a la utilizaci—n de la g&Ztica directa para
estudiar la funci—n gZnica en estos parisitos. Ademis, los gees que codifican prote’nas
son transpcritos en ARNm policistr—nicos, no relacionados con opeones bacterianos, que
son objeto de procesamiento para madurar, en ARNmM monocistr—nicospor un mecanismo
de trans-splicing (Vanhamme y Pays, 1995). Este proceso resulta en una secuencia de
nucle—tidos corta (miniex—n) que se a—ade al extremo 5 'del ARm tripanosomitido (Van
der Ploeg et al., 1982). EI mismo mecanismo probablemente explora la regi—n inter@nica
para procesar la transcripci—n corriente arriba y a—adir la cola @ poli-A (LeBowitz et al.,
1993). Sin embargo, ninguna secuencia consenso para la cola de poli-A se ha encontrado
en tripanosomas. Por otra parte, la expresi—n gZnica en estos oyanismos es en su
mayor'a controlada por los acontecimientos post-transcripcionales que involucran el
procesamiento y la estabilidad del ARN (Vanhamme y Pays, 1995). Por lo tanto, para que
se expresen en tripanosomitidos, los transgenes necesitan ser flanqueados por regiones
intergZnicas que contengan elementos de secuencia que promuevan el miniex—n y la

adici—n de la cola poli-A.
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En general, las regiones intergZnicas en vectores plasm’dicos de tripanosomi#tidos
derivan de los genes de expresi—n constitutiva, como los de cdificaci—n de la
gliceraldeh’do 3-fosfato-deshidrogenasa (Kelly et al., 1992; Taylor y Kelly, 2006), la actina,
la aldolasa (Wirtz et al., 1994; Wirtz y Clayton, 1995; Wirtz et al., 1999), tubulina-!
(Bellofatto y Cross, 1989) o la ubiquitina (Wen et al., 2001). La expresi—n gZnica en
tripanosomitidos parece estar en todas partes y no depende de la presencia de un t’pico
promotor de la ARN polimerasa Il (Pol II) (Clayton, 2002a). Aunque promotores pol II
t'picos no se han encontrado en tripanosomitidos, se ha demostrado que la transcripci—n
de pol Il de una unidad completa policistr—nica se inicia coriente arriba del primer gen del
policistr—n (en las regiones interruptoras) (Martinez-Calvillcet al., 2003). Para aumentar la
expresi—n de genes, los vectores que se usan en tripanosomitids se construyen para
asegurar que la transcripci—n estf dirigida por los promotoreduertes como los promotores
la ARN polimerasa | (Pol 1) (Tyler-Cross et al., 1995; Wirtz y Clayton, 1995; Biebinger y
Clayton, 1996; Martinez-Calvillo et al., 1997; Vazquez y Levin, 1999a). Algunos vectores
tambiZn fueron dise—ados para controlar la expresi—n gZnicamediante la combinaci—n de
promotores T7 o pol | con los sistemas inducibles por tetraclina (Wirtz y Clayton, 1995;
Biebinger et al., 1997; Wirtz et al., 1999; Wen et al., 2001; Wickstead et al., 2002; Kushnir
et al., 2005; Taylor y Kelly, 2006; Yao et al., 2007). Estas caracter’sticas requieren el
desarrollo de estrategias de genZtica reversa para hacer frente a la biolog’a de los
tripanosomitidos.

Hay algunos pocos ejemplos de vectores dise—ados para su uso en T. cruzi, la
mayor'a teniendo sitios de clonaci—n meeltiple convencionales.os mZtodos tradicionales
de clonaci—n molecular, basado en la digesti—n por enzimade restricci—n y ligaci—n por
T4 ADN ligasa, presentan diversas dificultades, tales como la baja eficiencia, el ncemero
limitado de lugares para la digesti—n y la baja adaptallidad para el subclonado. Ademis,
otras limitaciones se han observado en estos plismidos, tales como la baja flexibilidad
para el intercambio de elementos como los promotores, marcadores de resistencia a los
antibi—ticos, las etiquetas de la fusi—n y las regionesitergZnicas. Estas limitaciones se
hacen mis evidentes durante los procedimientos de alto rendimiento, donde hay una
necesidad de adaptar los vectores, de modo que pueden ser utilizadas nuevas etiquetas
desarrolladas, regiones intergZnicas alternativas y marcadores de resistencia diferentes.
En conjunto, estas caracter'sticas refuerzan la importancia de la producci—n de
herramientas de genZtica reversa, que permita estrategias ripidas y flexibles para

comprender mejor la biolog’a de T. cruzi.
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Recientemente, sistemas mis eficientes han sido desarrollados para eludir algunas
de las limitaciones tradicionales de la clonaci—n. Dos sistmas de clonaci—n por
recombinaci—n hom—Iloga, reparaci—n de hueco, y el In-Fusion TRCR Kit de clonado
(Clontech, Mountain View, EE.UU.), se han utilizado en proyectos de alto rendimiento
(Zhu et al., 2001; Au et al., 2006). Otros sistemas mediante recombinaci—n sitio-espec’fica
en lugar de la recombinaci—n hom—Ioga, como el CreatorTM DNAit de clonado
(Clontech), la tecnolog’a Gateway (Invitrogen, Carlsbad, EE.UU.) y el plfsmido
Univector-Fusion System (Liu et al., 1998), son otras opciones. El uso de los sistemas de
clonaci—n basada en la recombinaci—n en lugar de las tZcnisade clonaci—n clisica ha
mejorado el proceso de clonaci—n, convirtiendo a los proyectos @ alto rendimiento menos
laboriosos.

Los sistemas de clonaci—n Creator y Univector utilizan la reconbinaci—n Cre-loxP
(Abremski y Hoess, 1984), basada en las propiedades de recombinaci—n del bacteri—fago
P1. La tecnolog’a Gateway utiliza una estrategia distinta, que se basa en las propiedades
de recombinaci—n del bacteri—fago lambda (Landy, 1989). Tat¢esistemas basados en la
recombinaci—n espec’fica de sitio aumentan la eficiencia de laclonaci—n y disminuyen
considerablemente el tiempo empleado. Todos los sistemas actuales de clonaci—n por
recombinaci—n sitio-espec’fica presentan una alta eficiencia declonado, y la elecci—n del
sistema debe tener en cuenta las caracter’sticas de cada proyecto.

La tecnolog’a Gateway ha sido empleada recientemente para crear vectores para
el knock-out de genes en T. cruzi (Xu et al., 2009).

El sistema de clonado Gateway presenta una excelente oportunidad para trabajar
en gen—mica funcional de alto rendimiento (Ohigh-throughput©dn numerosos genes de
interZs. Nuestra red de laboratorios ha construido un ORFeoma parcial de T. cruzi en
vectores de entrada Gateway que pueden ser transferidos masivamente a vectores
Destino. Sin embargo, carecemos de vectores Destino en Trypanosomas, lo cual vuelve al
concepto de OORFeomaO inutilizable. En consecuencia, encaramosal construcci—n de

vectores destino Gateway .
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RESULTADOS Y DISCUSION

Generaci—n de un sistema de expresi—n Gateway para la localizaci—n rfpida

de las prote’'nas en T. cruzi

1. Vector pTREX-GW

Hemos generado una versi—n compatible Gateway del exitoso vector de expresi—n
PpTREX en T. cruzi (Vazquez y Levin, 1999b), ver Fig. I.1. Cuando se utiliza junto con
PENTR-DTOPO, el proceso de clonaci—n de amplicones de PCR se aceler—
considerablemente. Por ejemplo, los experimentos de transfecci—ntransitoria estaban
listos para un antlisis rfpido en menos de una semana a partir del momento de las
amplificaciones de PCR. Nuestra estrategia redujo los tiempos para este tipo de

experimentos en T. cruzi en por lo menos dos semanas.

Figura 1.1 : Mapa del vector pTREX-A Gateway Yy del proceso de construcci—n del mismo
S—Ilo se muestra el sitio ECORYV utilizado para la inserci—n de casstt Gateway? C.1.

103



Dado que esta es la primera vez que se describe un vector de expresi—n Gateway
para T. cruzi, uno de los objetivos fue demostrar que las secuencias attB generadas
despuZs de la recombinaci—n LR no afectan la expresi—n derpte’nas en el partsito. Esto
es importante porque ahora las secuencias attB son transcriptas como parte de las
regiones 3'y 5' UTR del ARNm. Para ello, se utiliz— el fator de empalme SF1 de T. cruzi
como una prueba de concepto. Hemos demostrado previamente que TcSF1 se encuentra
en el noecleo(Vazquez et al., 2009). La transfecci—n de una prote’na de fusi—n GFP-TcSF1
utilizando pTREX-GW ha permitido demostrar que la prote’na se acumula en el noecleo

como se esperaba (Fig. 1.2).

Figura 1.2: El vector destino de expresi—n Gateway = pTREX-GW es robusto y
comparable a su versi—h no Gateway . Las imigenes de microscop’a confocal de la
localizaci—n de GFP-SF1 en epimastigotes deT. cruzi transfectadas con pTREX-GW. Paneles
superiores: a la izquierda, la detecci—n GFP, a la derecha, las imtgees DIC. Paneles inferiores :
izquierda, las imtgenes fusionadas de DIC y tinci—n de ADN con IP (ioduro de propidio), las
imfgenes de la derecha, imagenes fusionadas de la DIC, Pl y GFP. A efectos de comparaci—n,
algunos partsitos que no expresan GFP-SF1 se incluyeron en las imfgenes.

Con el objetivo de poder aprovechar al mfximo la posibilidad de localizar prote’nas
fusionadas a GFP con el vector pTREX-GW se dise—0 una estrategia de clonado tanto en
el carboxilo terminal como el amino terminal de la prote’na deseada (Fig 1.3.). Esta
estrategia permite un ripido clonado con la cenica rcesidad de generar dos
oligonucle—tidos especificos adicionando TAGs GFP por prote’nade interZs.

Probamos este concepto de dise—o0 con dos prote’'nas diferentes Tcpl4 y TcSF1
(Fig 1.4.)
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Es muy importante destacar que una comparaci—n de Western blotentre los
extractos de parisitos transfectados con pTREX-GFP y pTREX GW-GFP determin— que
los niveles de expresi—n fueron comparables (Fig. 1.5), descartado cualquier problema
que pudieran ocacionar los conectores GATEWAY expresados como parte del ARNm en

T. cruzi.

Figura 1.3: Estrategia de clonado para la inclusi—n de la prote’'na  verde fluorescente
(GFP) en el Amino terminal o en el Carboxilo terminal de la prote’na de interZs.

Por otra parte, una de las conclusiones mis importantes es que los altos niveles de
sobre-expresi—n de la prote’na, aproximadamente 10 veces respecto alos niveles
end—qgenos, no dificultan su localizaci—n demostrando que nugro sistema es robusto

para ese objetivo.
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Figura 1.4 : Imtgenes de microscop’a confocal de la localizaci—n  de GFP-SF1y p14GFP en
epimastigotes de T. cruzi transfectadas con pTREX-GW . Paneles superiores : GFPSFl ala
izquierda, la detecci—n de GFP, en el medio fusi—n de im3nes con tinci—n nuclear con IP (ioduro
de propidio) y GFP, a la derecha, las imtgenes DIC. Paneles inferiores : pl4GFP a la izquierda
las im¥genes DIC, en el medio fusi—n de im¥genes DIC con ladetecci—n de GFP y a la derecha, la
detecci—n de GFP.

Figura I.5 : Expresi—n comparativa de GFP utilizando el pTREX original y el pTREX-GW.
Izquierda : SDS-PAGE de los extractos del parfsito. Derecha: el antlisis de Western blot
utilizando anticuerpos monoclonales anti-GFP (Invitrogen). Pellet se refiere a una fracci—n

enriguecida en ncecleos y SN se refiere a una fracci—n enriquecidaitoplasmitica. Cantidades

equimolares de ambos partsitos transfectados fueron utilizados para el antlisis como se puede
ver en el PAGE-SDS.
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2. Vector pTREX-HGX-GW

Por otro lado al vector pTREX A wt se le a—adieron dos tags, HisG y Xpress desde
el plfsmido pRSET A. Luego de la fusi—n de los tags se conviit— al sistema Gateway
para obtener pTREX-HGX-GW Destino (Fig. 1.6). El objetivo de este vector es la ripida
localizaci—n masiva de prote’nas transfectadas usando un anticerpo contra los TAGs
(HisG, Xpress) en inmunofluorescencias indirectas, sin necesidad de contar con un
anticuerpo especifico contra la proteina. Este vector fue utilizado para transfectar 5
prote’nas de nuestro orfeoma de T. cruzi (Fig. 1.7) a estad’os epimastigotes como prueba

de concepto.

Figura 1.6 : Mapa del vector pTREX-HGX Gateway Yy del proceso de construcci—n del
mismo a partir de los vectores pTREX y pRSET A . S—Ilo se muestra el sitio EcoRV utilizado
para la inserci—n de cassette Gateway A.

Si bien los partsitos fueron exitosamente seleccionados con el antibi—tico G418,
las prote’'nas no fueron detectadas por Inmnoflurescencia Indirecta, tanto con el
anticuerpo monoclonal HisG (Invitrogen) como con el anticuerpo monoclonal Xpress
(Invitrogen). Asimismo, ninguna de las prote’nas pudieron ser detectadas mediante

Western Blot anti HisG ni anti Xpress (Fig. 1.8).
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E complex/ Other SF3 Poly A complex _ Pumilio Proteins ZFP proteins

TcU2AF35 sf3a60 TcPAP* TcMago

TcU2AF65 sf3a66 TcPAPTfull TcY14 TcPUF-1 TcZFPla
TcSF1 sf3a120 CFI-25 TcelF4A TcPUF-2 TcZFP1b
TcSRIP sf3b155 CPSF-160 TcTAP-m TcPUF-3 TcZFP2a
TcRRM1 sf3b145 CPSF-30 TcTAP-n TcPUF-4 TcZFP2b
TcSR sf3b130 CPSF-100 TcPUF-5

TcPTB sf3bl4b CPSF-73 TcPUF-6

RNA Pol Il C-term sf3b10 CFll-al TcPUF-7

TcU1-70k P14 CstF-50 TcPUF-8

TculcC TcFIP1like TcPUF-9

ThSF1 TcPABP

TbU2AF35

TbU2AF65

Figura 1.7 : ORFeoma disponible en nuestro Laboratorio. Marcadas en amarillo las prote’nas
utilizadas para la prueba de concepto del funcionamiento del vector.

Figura 1.8 : Antlisis de Western Blot utilizando el anticuerpo monocl onal primario anti-HisG
(Invitrogen) y el anticuerpo secundario peroxidasa. Cantidades equimolares de ambos
parisitos transfectados fueron utilizados para el anflisis y como control positivo se utiliz— a la
prote’na arginina kinasa con el Tag HisG.

Para descartar que la recombinaci—n Gateway estuviera siendo inexacta y se
salieran de fase los productos, se recuper— el ADN integrado diectamente desde los
parfsitos seleccionados y se secuenci— completamente la regi—nedrecombinaci—n. Los
resultados de secuencia para la recuperaci—n de la fusion a Tcfi4 mostraron que los
marcos de lecturas se conservan perfectamante luego de la recombinaci—nGateway (Fig.
1.9B). Experimentos de RT-PCR nos mostraron que las fusiones Gateway se expresaron
a ARNm correctamente dentro de los parfsitos transgZnicos (dato no mostrado). En su
conjunto, estos resultados indican que algoen problema exister'o abajo de la expresi—n del

transgen, probablemente luego de la traducci—n de la protena.
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Una diferencia fundamental entre el vector pTREX-GW y el vector pTREX-HGX-
GW es que una secuencia proveniente del cassette A del kit de conversi—nGateway
gueda entre los tags HisG/Xpress y la prote’na destino (Fig. 1.9) y posiblemente esto este
afectado su expresi—n 0 su detecci—n de alguna manera que desecwmcemos. Es
importante destacar que este hecho se repit— con todas las prote’nas probadas,
descartando que sea un problema particular a alguna de las prote’nas que intentaron

expresarse con este sistema.

Figura 1.9: Secuencia del Tag HisG/Xpress amplificados a partir del vector pRSET
Ay secuencia de la prote’na pl4 secuenciada a partir de su clonado en el vector pTREX-
HGX-GW. A: en rojo se destacan los oligonucle—tidos utilizados paraamplificar la secuencia que
contiene los tags HisG y Xpress. El oligonucle—tido SET 3_AS ¢ agrega el sitio de restricci—n
EcoRV al final del Tag. En amarillo se marca la secuencia de aminofcidos que aparece
marcada con el mismo color en el panel B. B: Secuencia de la prote’na Tcpl4 que r'o arriba
tiene once aminotcidos que la separan del sitio ATTB1 y de los tags correspondientes.

De esta forma, tuvimos que descartar este tipo de vectores, quedando claro como
concepto que la traduccion a prote’na del conector Gateway no es viable en T. cruzi por

alguna raz—n que acen desconocemos.

109



Destacamos, entonces, el vector y la estrategia de fusiones ripidas a GFP como
sistema de localizaci—n masiva de prote’nas enT. cruzi. Esta estrategia s—Io requiere de la

s’ntesis de dos oligonucle—tidos espec’ficos por prote’na a clorar por parte del usuario.

110



B5)@#?!<,*C

El camino de transporte hacia localizaci—n nuclear como putativo
blanco de drogas: el modelo de la prote’na Tcpl4

(interacci—n prote’na-prote’na y prote’na-ARN)
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INTRODUCCION

Anteriormente en nuestro laboratorio se han descripto varios factores de
poliadenilaci—n en el genoma deT. cruzi y T. brucei, incluidos los hom—Ilogos del complejo
de empalme E (U2AF65/U2AF35/SF1) (Vazquez et al., 2009), el complejo A (SAP155/p14)
(Avila et al., 2007), los factores de poliadenilaci—n (Fipl/Cpsf30)Bercovich et al., 2009b)
y el complejo de empalme del exon EJC (Mago/Y14/NTF2 relacionado) (Bercovich et al.,
2009a). Otros trabajos se han publicado mostrando en detalle algunos procesos
nucleares, tales como el metabolismo SL-RNA, la transcripci—n poligtr—nica(Clayton,
2002b) y, mts recientemente, el control epigenZtico (Liang et al., 2003; Figueiredo et al.,
2008; Villanova et al., 2009)

A pesar de este intenso trabajo, pocas se—ales de localizaci—n nuclear (NLS) han
sido descriptas para tripanosomas: La y H2B (Marchetti et al., 2000) y ESAGS8 (Hoek et
al., 2000). Estas se—ales son similares pero no iguales a las monopartita y bipartita NLS
descriptas en eucariotas. Sin embargo, hemos observado una gran cantidad de prote’nas
en nuestro ORFeoma de funciones nucleares que carecen de ese tipo de se—ales. Este
hecho nos hace sospechar que en trypanosomas puede haber otras NLS no descriptas
acen. De confirmarse, el camino de translocaci—n al ncecleo podr&er un atractivo blanco
de drogas anti-parasitarias.

En los mam’feros, las barreras f'sicas impuestas por la envoltura nuclear requiere
transporte activo para trasladar prote’nas al noecleo a travZs delos complejos del poro
nuclear con molZculas por encima de 40 kDa (G3rlich, 1997). Este transporte requiere el
reconocimiento del NLS por las importinas ! y " en presencia de Ran-GFP, NTF2 y GTP.
Las NLS cltsicas estfn compuestas por una secuencia de aminofcidos bisicos
distribuidos en una regi—n monopartita o bipartita, pero exsten otras NLS no clfsicas
como por ejemplo M9 (GSrlich, 1997; Rosenblum et al., 1998). Las prote’nas que
contienen NLS y M9 no compiten entre s’ para la importaci—n yson reconocidos por
receptores distintos. La importaci—n en el ncecleo de snRNPs U (peque-as
ribonucleoprote’nas nucleares) se logra tambiZn por otra v'a (Gsrlich, 1997).

Con el objetivo de profundizar en el antlisis de las clases de NLS presentes en
tripanosomas, hemos seleccionado una peque—a prote’na de 117 aminofcidos que
contiene un motivo RRM (motivo de reconocimiento de ARN) de T. cruzi, sugerida como
participante en el proceso de empalme en el ncecleo, llamadaTlcpl4. La prote’na pl4 tiene

una arquitectura minimalista de dominios compuesta por un centco RRM (80 aminoicidos)
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y una extensi—n!-hZlice en el C-terminal (37 aminofcidos), dejando un espacio
relativamente peque—o para buscar un NLS (Avila et al., 2007).

La cenica interacci—n conocida de la p14 de los mam’feros dante el montaje del
spliceosoma es con el factor de empalme SF3b155 en el complejo SF3b (Golas et al.,
2003). La arquitectura molecular de SF3b humana se determin— por clmicroscop’a
electr—nica de una part'cula con una resoluci—n de menos de A angstroms, lo que
permite la identificaci—n de pl14 en la cavidad central delcomplejo (Golas et al., 2003). La
prote’na pl14 tambiZn se une con el punto de ramificaci—n dela adenosina en el pre-
ARNm. As’, pl4 gueda completamente oculta dentro de SF3bl55 y el pre-ARNm.
Curiosamente, su dominio RRM participa en la interacci—n protéa-prote’na con SF3b155

y no en la interacci—n prote’na-ARN como un cl¥sico RRM(Spadaccini et al., 2006).
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RESULTADOS y DISCUSION

1. La prote’na Tcpl4 se localiza en el ncecleo.

Se generaron dos constructos diferentes: pl4 fusionado al C-terminal de la GFP
(GFP-p14) y pl4 fusionado al N-terminal de la GFP (p14-GFP), vZase la Fig. Il.1A.
DespuZs de la transfecci—n, las dos prote’nas de fusi—n sencuentran en el noecleo deT.
cruzi demostrando que pl4 es una prote’na nuclear, mientras que GFP se encuentra en
toda la cZlula (con la excepci—n del kinetoplasto) (Fig. ILB). El tama—o de la GFP (27
kDa) permit— a la prote’na entrar en el noecleo por difusin pasiva a travZs del poro
nuclear (Marchetti et al., 2000). Es interesante destacar que pl4 dirigi— la acumulaci—n
selectiva de GFP en el ncecleo de forma independiente de se fusionado en el N o C-
terminal (Fig. 11.1B). Por otra parte, el tama—o de la GFP-p14 es de aproximadamente 40
kDa, que es inferior al I'mite permitido para entrar por difusi—n pasiva(Marchetti et al.,
2000), lo que sugiere que la prote’na es transportada activamente y/o retenida en el
ncecleo.

Se sugiri— anteriormente que Tcpl4 era una prote’na nuclearbasada en su
interacci—n con el factor de empalme SF3b155, aunque no se @mostr—(Avila et al.,
2007).

As’, p14 es un modelo atractivo para el antlisis de la se—al de localizaci—n nuclear
ya que:

a) es una prote’na peque—a (117 aminofcidos) con una arquitectura minimalista,

b) s—Ilo tiene un dominio conocido (RRM) que ocupa el 70% de & longitud de la
prote’na con una extensi—n de hZlice de 37 aminofcidos enel C-terminal (Fig. I.
2A),y

c) es localizada y retenida en el ncecleo a pesar de los albs niveles de sobre-

expresi—n como prote’na de fusi—n.

2. La localizaci—n nuclear de Tcpl4 es independiente  de la formaci—n de

complejos con SF3b155.

La cenica interacci—n conocida de Tcpl4 es con SF3b155, unarote’na mucho mits

grande, de 155 kDa (Avila et al., 2007). Esta observaci—n estf de acuerdo con lo
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Figura Il.1 : Localizaci—n nuclear de p14. (A) Mapa de pTREX GW y el proceso de clonaci—n
Gateway de prote’nas de fusi—n GFP, s—Io el sitio EcoRV utilizadogra la clonaci—n Gateway
se muestra. (B) Imtgenes de microscop’a confocal de epimastigotes de T. cruzi transfectados.
Izquierda, imfgenes DIC (contraste diferencial de interfase), las im¥genes de la derecha, se
fusion— con la DIC y GFP. GFP, indica la transfecci—n con gREX-GW que contiene GFP sola;
pl4-GFP, indica p14 fusionado al N-terminal de la GFP y GFP-p14, p14 indica fusionado a la C-
terminal de la GFP.
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observado en otros organismos (Spadaccini et al., 2006; Thickman et al., 2006). La
interacci—n se produce a travZs del dominio RRM de Tcpl4 y um regi—n espec’fica del
SF3b155 asignada a los aminotcidos 182-243 (Avila et al., 2007). En los mam’feros, p14
estt escondido en una cavidad central de SF3b155 en el spliceosoma ensamblado
completamente mientras est} en contacto con el ARN (Golas et al., 2003; Schellenberg et
al., 2006).

Tres diferentes hip—tesis podr’an plantearse para explicarla importaci—n de p14 al
ncecleo:

1. La prote’na es transportada en el complejo con SF3b155 en lugar de tener su

propia NLS.

2. El tama—o de p14 podr’a permitir su difusi—n pasiva al ncecleain la necesidad

de una NLS espec’fica y unirse all’ al complejo SF3b155.

3. pl4 podra tener su NLS propia y es independiente de la formaci—n del complejo

con SF3b155.

Para probar estas hip—tesis, se genero una prote’na pl4 mutate incapaz de
interactuar con SF3b155. Todas las evidencias apuntan al RRM como el dominio de la
interacci—n con SF3b155(Schellenberg et al., 2006; Spadaccini et al., 2006; Avila et al.,
2007), probablemente mediante la exposici—n de los aminofcidos ldrof—bicos en la
regi—n'1 (RNP2) y " 3 (RNP1) para establecer contacto con su prote’na interactuante.

Como se observa en la figura 1.2, cada mutaci—n que altera el correcto
plegamiento de la RRM de p14 (Fig. II.2A) suprimi— la inéracci—n con SF3b155 segcen lo
indicado por los ensayos Y2H (Fig. 11.2B y 11.2C). Este es el caso de la supresi—n de la
regi—n" 1 (RNP2) (p14_#N"1 en la figura 11.2A), la supresi—n de la hZlicel B (p14_#! B
en la figura II.2A) y de la interrupci—n de la regi—h3 (RNP1) con alaninas (p14_"3 Aen
la figura 11.2A). Por el contrario, la eliminaci—n de casi tod la extensi—n de la hZlicd en el
C-terminal (p14_1-91 en la figura I11.2A) no afect— la inteacci—n con SF3b155 (Fig. 11.2B y
[1.2C). Curiosamente, esta extensi—n C-terminal contiene una rgi—n de aminotcidos
btsicos (RRKRRR) similar a la NLS monopartita en otros organismos.

Se seleccion— pl4#!' B como prueba de concepto para distinguir entre las
hip—tesis planteadas. Cuando usamos una prote’'na de fusi—n GFP-pl4! B, la
detectamos ubicada en el ncecleo despuZs de la transfecci—i{Fig. 11.4, Panel 1). El
resultado muestra que la interrupci—n de la interacci—n entrestas prote’nas no impide la

localizaci—n nuclear de p14 (Fig. 11.2), al menos cuando pl4estt sobreexpresada.
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Figura 11.2 : El antlisis de mutaciones de pl14 que interrumpe lain  teracci—n prote’na-prote’na
con SF3b155. (A) Representaci—n esquemitica de la prote’'na Tcpl4 y las prog’nas mutantes
constru’das. En p14_ "3 A, 48 a 52 indica las posiciones de cinco sustituciones consecutivas por
alaninas. Un breve resumen de las interacciones obtenidas se muestra a la derecha. Tc155wt
refiere a SF3b155. AD, dominio de activaci—n. B) Evaluaci—n de la activaci—n del reportero HIS3
en placas LWH- que conten’an 25 mM 3AT. (C) Evaluaci—n de la activaci—n del reportero LacZ por
los ensayos de ONPG. Control A, control negativo, control E, el control positivo. Se realiz— el
antlisis de pl4, tanto en configuraciones DB como AD contra SF3b155, sin embargo, ya que
SF3b155 produce bajos niveles de autoactivation en el DB se presenta en la figura los resultados
de pl14 en el DB para una interpretaci—n clara de los resultads.

3. La prote’na Tcpl4 entra activamente al ncecleo

El tama—o de la prote'na GFP-pl4 (40 kDa) plante— la cuest—n sobre si la
acumulaci—n nuclear podr'a ser resultado de dos mecanismos posilles: a) transporte

nuclear activo de GFP-p14 mediada por la NLS de p14 o b) difusi—n pasiva de GFP-p14 a
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travZs del complejo del poro nuclear y la retenci—n en el gecleo por la uni—n a un
componente nuclear. Para distinguir entre estas dos posibilidades, se incubaron
tripanosomas estables que expresan GFP-pl4 al mismo tiempo con dos inhibidores
metab—Ilicos, 2-desoxi-D-glucosa y azida de sodio. Estudios similare en levaduras han
demostrado que este tratamiento reduce las reservas de ATP en vivo e induce el equilibrio

de NLS-GFP entre el ncecleo y el citoplasma(Shulga et al., 1996).

Figura 11.3: Localizaci—n intracelular de la fluorescencia GFPpl4 an tes y despuZs del
tratamiento con inhibidores metab—Ilicos. Una poblaci—n estable de cZlulas expresando
GFPpl4 se incub— durante varios per'odos de tiempo con 10 mMde azida de sodio y 10 mM de
2-desoxi-D-glucosa a 28 C. Las cZlulas fijadas fueron montad os en portaobjetos de microscopio
y la fluorescencia de GFP se detect— con un microscopio confocalcon filtro para GFP y DAPI. O
min, las cZlulas antes de la adici—n de los inhibidores5 min, 10 min, 20 min, 40 min, las cZlulas
despuZs de 5, 10, 20 y 40 de incubaci—n en presencia de ds inhibidores; 30 minutos de
recuperaci—n, las cZlulas fueron lavadas de los inhibidoresy se deja recuperarse durante 30
minutos a 28 C en presencia del medio LIT.

La figura 1.3 muestra una galera de imfgenes de una poblaci—n deT. cruzi,
estadio epimastigote, expresando GFP-p14 antes (0 min.) y despuZs de la adici—n de los

inhibidores metab—licos (paneles 5-40 min.). Entre los 5 a D minutos despuZs de la
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adici—n de los inhibidores metab—licos, las cZlulas se palizaron y una proporci—n de la
fluorescencia de GFP se equilibr— entre el noecleo y la citdasma (paneles 5-40 min.). Una
vez que los inhibidores han desaparecido con los lavados, y el suero (LIT) se a—adi—, la
mayor'a de los cZlulas comenzaron a ser m—viles de nuevo y volvi-a entrar la prote’na de
fusi—n GFPpl4 al ncecleo (panel 30 min. recovery). A partir de stas observaciones se
lleg— a la conclusi—n que GFP-p14 era importada al ncecleoteavZs de un mecanismo
dependiente de energ’a. Por celtimo, estos experimentos mostraon que GFP puede ser
utilizado como un reportero adecuado para evaluar la importaci—muclear de prote’nas en

cZlulas de T. cruzi al igual que en T. brucei (Marchetti et al., 2000).

4. Tcpl4 tiene una se—al de localizaci—n nuclear bip artita compleja

Para identificar el NLS en pl4, se gener— una serie de prte’nas pl4 mutantes
fusionadas al C-terminal de GFP.

Curiosamente, la prote’na mutante GFP-p14 1-91 perdi— su locédizaci—n exclusiva
en el ncecleo (Fig. 1.4, Panel IlI). Dado que la mayor'a dela extensi—n C-terminal se ha
eliminado, esto podr'a apuntar a la regi—n RRKRRR de amimifcidos bfsicos como un
factor determinante para la localizaci—n nuclear.

Para probar esta hip—tesis se eliminaron los celtimos 17 amoitcidos del extremo C-
terminal (p14_1-100). Una prote’na de fusi—n con GFP determim que esta construcci—n
se localiza exclusivamente en el ncecleo (Fig. 11.4, Panel Ill).Una comparaci—n entre
pld 1-91 y pl4 1-100 sugiere que la inclusi—n de RRKRRR ser necesaria para
localizar la prote’na en el ncecleo.

Si esta regi—n bisica compone una NLS monopartita, entoncessu sola adici—n a
GFP podra re-localizarla al ncecleo. As’, se construy— la prote’nade fusi—n GFP-
pl4_91-117 con la inclusi—n de los celtimos 26 aminofcidoslel C-terminal de pl14. Sin
embargo, los resultados en la Figura 11.4 Panel IV muestra claramente que la prote’na se
distribuy— por toda la cZlula. La integraci—n del antliside los primeros cuatro paneles en
la figura 1.4 sugiri— que la secuencia RRKRRR era necesaria pro no suficiente para
localizar la prote’na en el noecleo.

Un cuidadoso antlisis de la secuencia de p14 mostr— que ente el "4 del dominio
RRM y la regi—n de aminotcidos bisicos RRKRRR, hay otros tes aminofcidos bisicos
(Fig. 11.4B, entre las posiciones 80 a 90). En consecuencia, construimos una fusi—n GFP-

pl4 80-117 para analizar la posibilidad de que el NLS estuviese compuesta por una
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Figura 11.4: Antlisis de la NLS presente en pl4. (A) Localizaci—n de las prote’'nas GFP-p14
mutantes. En cada panel, diagrama esquemitico de las prote’nas mutantes Tcpl4 se muestran

arriba e imigenes de microscop’a confocal de epimastigotes de T. cruzi transfectados se

muestran a continuaci—n. Imfgenes: Izquierda, DIC (contraste diérencial de interfase); Medio, la

detecci—n de GFP, derecha, las imfgenes fusionadas entre ¢ DIC y la GFP (para los paneles | y

I, fusi—n adicional de imtgenes con ioduro de propidiopara observar el ADN te—ido). All: indica la

distribuci—n global, nuclear: indica la distribuci—n nuclea(B) secuencia detallada de aminotcidos

de Tcpl4. La estructura secundaria est} indicada por B, hoja beta y H, la alfa-hZlice. En gris y

subrayado se muestran los aminofcidos bisicos presentes en la extensi—n de la alfa-hZlice. Las
I'neas de arriba de la secuencia indican la posici—n de iniad exacto de p14 80-117 y p14 91 117.

regi—n bisica mis grande que la que se pens— inicialmente. Biembargo, los resultados
en la Figura 11.4 Panel V, indic— que este no era el casoya que la prote’na se distribuy— de
nuevo en toda la cZlula.

Para estudiar con mayor precisi—n el papel de esta regi—n basa en la NLS de p14,
se gener— un modelo con sustituciones de alanina en el RRKRRR quedando como
RAAAAR y se lo denomin— pl4_ANLS. Esta prote’na es exactamente lamisma que
pl4_1-100, que se localiza en el ncecleo, a excepci—n de lasustituciones de alanina. Una
comparaci—n entre p14_1-100 y p14_ANLS mostr— que el motivo RRRRR era necesario
para la localizaci—n nuclear (Fig. 1.4, Paneles de IV y V), ya que p14_ANLS se distribuy—
por toda la cZlula.

En conjunto, estos resultados sugieren que el motivo RRKRRR es necesario pero
no suficiente para localizar la prote’'na en el ncecleo y qe la NLS de p14 es una se-al
bipartita constituida por RRKRRR vy otra firma desconocida en el dominio RRM.

El Modelado de p14 de T. cruzi por homolog’a (Threading homology) usando la p14
de mam’feros como plantilla (Schellenberg et al.,, 2006), demostr— claramente la
estructura de dos dominios de p14 presentes en otros organismos: el dominio RRM y la
extensi—n C-terminal de C-D de la! -hZlice (Fig. I1.5). Se sugiere entonces que el NLS
bipartito de p14 podr’a ser conformacional y compuesto por el motivo lineal RRKRRR y
otro motivo conformacional dentro del RRM dado que los dos motivos se encuentran muy
cerca en el espacio.

Un art'culo reciente (Kuwasako et al., 2008) revela otra antlisis estructural por
NMR de la p14 humana en el complejo con SF3b155 y ARN. Ellos demostraron que el
RRM de pl14, como ya se sabia (Schellenberg et al., 2006), estf en contacto con SF3b155
y no con el ARN. Sin embargo, descubren que en realidad pl4 estt en contacto con el
ARN de una manera inusual utilizando un surco cargado dentro del RRM y una secuencia
de aminoZcidos bisicos en la extensi—n de! -hZlice en el C-terminal (Kuwasako et al.,

121



Figura 11.5: Modelado de Tcpl4 por homolgy threading. Se observ— que el motivo rico en
aminoztcidos btsicos se ubica en un dominio separado del RRM, pero cercanos en el espacio.

2008). TambiZn sugieren que esta extensi—n C-terminal actoea como NL®ara la pl4
humana aunque no demostrada. Dado que los aminofcidos en el surco cargado del RRM
se conservan en tripanosomas, es tentador especular que la misma se—al que participa en
la uni—n del RNA tambiZn pueda ser utilizada como NLS bipéito.

Curiosamente, dos de los tres NLS conocidos reportados para tripanosomas son
bipartitos. Uno estf en la prote'na ESAG8 (Hoek et al., 2000) y el otro en la histona H2B
(Marchetti et al., 2000). ESAG8 contiene la secuencia RIGGRRKANPHLLREIADVT-
MELKRYRKGRSG con la se—al bipartita separada por 16 aminotcidos, mientras que H2B
contiene GKKSHRKPKRTWNVYINRSLKS, una se—al mis dispersa de residuos bifsicos.
Normalmente, las se—ales bipartitas en los mam’feros esttn compuestas por dos grupos
de aminofcidos bisicos separados por alrededor de 10 residuos. Sin embargo, hay
se—ales bipartitas acomodadas en menos espacio, como la que se encuentra en la
prote’na nuclear LANA2 en las cZlulas B infectadas con virus del herpes con la secuencia
RRHERPTTRRIRHRKLRS, separados por s—Ilo tres aminotcidos (Mu-oz-Fontela et al.,
2003). Sin embargo, la construcci—n GFP-pl14 80-117 con tes residuos bitsicos
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separados por tres aminofcidos de la firma RRKRRR (ver Fig. 11.4B) no se acumula en el
ncecleo descartando la posibilidad de una se—al bipartita @ esas caracter’sticas.

Recientemente, se inform— que TcUBP1, una peque—a prote’nacon dominio RRM
de T. cruzi, depende del dominio RRM para la acumulaci—n nuclear(Cassola y Frasch,
2009). El caso de TcUBP1l es diferente de pl4 ya que TcUBP1l es una prote’na
citoplasmitica que se acumula en el noecleo en determinadas circunstancias como el
estrZs celular inducido por el arsenito (Cassola y Frasch, 2009), mientras que p14 cumple
su funci—n directamente en el ncecleo, sin acumulaci—n en ekaplasma. Es interesante
se—alar que ambas son peque—as prote’'nas que contienen un dominio RRM y que
TcUBP1 necesita del RRM para poder traslocar hacia el interior del ncecleo. Sin embargo,
TcUBP1 une ARN a travZs de su dominio RRM y las mutaciones que afectan la uni—n al
ARN (RNP1) tambiZn afectan la re-localizaci—n nuclear, lo quesugiere que ambas
funciones esttn asociadas (Cassola y Frasch, 2009). Por el contrario, el RRM de P14 estt
implicado en la interacci—n prote’na-prote’na para unir ARN ¢ una manera inusual y
ambas funciones (la importaci—n al ncecleo y la interacci—n castras prote’nas) puede
disociarse (Fig. I1.2 y Fig. I.5).

TcUBP1 carece de la secuencia de residuos btsicos caracter'stica y depende del
RRM como NLS no cltsica, mientras que se observa que el NLS bipartito de p14 estt
compuesto por el motivo de aminotcidos bfsicos y otro motivo en el dominio RRM, que
constituyen una nueva clase de NLS.

Es interesante que el dominio RRM de la prote’na La de la levadura
Saccharomyces cerevisiae se report— en la importaci—n nuclear, mientras que su
contraparte humana no (Rosenblum et al., 1998). Este no es el caso en T. brucei, donde
la prote’na La present— una NLS monopartita(Marchetti et al., 2000).

Hay s—Ilo un pu-ado de prote’nas con NLS asignada en tpanosomas (La, H2B,
ESAGS, TcUBP1 y p14) para aventurarse a conclusiones s—Ilidas pero parece surgir que la
definici—n de NLS en tripanosomas es mis complejo que lo pnsado previamente. En
eucariotas superiores, las NLS son tambiZn complejas, con una mezcla de residuos
bisicos distribuidos de manera monopartita y bipartita, se pueden citar la se—al de M9, la
de U snRNPs y una NLS nueva en el dominio de PPlase de Pinl entre otros (Gsrlich,
1997; Lufei y Cao, 2009). Se ha postulado que una cZlula puede ser que necesite varias
se—ales distintas de importaci—n nuclear para regular la imprtaci—n de las distintas clases

de sustratos por separado (GSrlich, 1997). Un aspecto importante de encontrar se—ales
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NLS tripanosoma espec’ficas como la descripta por nosotros es poder postularlas como
blancos moleculares de drogas.

De hecho, ser'a otil analizar si los hom—ogos de las importinas !
(Tc00.1047053509057.20) y " (Tc00.1047053504105.150) en tripanosomas se unen a los
pocos NLS descritos hasta ahora.

TambiZn se observ— que una secuencia de aminofcidos bisicos simar a la de
Tcpl4 se encontr— hacia el C-terminal de otras prote’nas deT. cruzi para los que tenemos
evidencia experimental de la acumulaci—n nuclear como U2AF35, 2AF65, SF1, FIP1,
CPSF30, p14, Y14, SF3b155, U1-70K (Vazquez et al., 2003; Avila et al., 2007; Bercovich
et al., 2009a; Bercovich et al., 2009b; Vazquez et al., 2009) (Fig. 11.6). Ser'a interesante
analizar por mutaciones en estas prote’'nas, si esta secuencia de aminotcidos solamente
es suficiente para el transporte nuclear o si otras secuencias son necesarias como en
Tcpl4.

Figura I1.6: Descubrimiento MEME de motivos
Se seleccionaron varias prote’'nas putativas nucleares y se observ— por descubrimiento de
motivos, un motivo rico en aminotcidos bisicos KRxR que comparten entre la mayor’'a de ellas.

124



5. Tcp14 no interactoea con las importinas alfa y beta en Y2H

En los mam’feros, las barreras f'sicas impuestas por la envoltura nuclear requiere
transporte activo para trasladar prote’nas al ncecleo a travZs delos complejos del poro
nuclear con molZculas por encima de 40 kDa (G&rlich, 1997). Este transporte requiere el
reconocimiento del NLS por las importinas ! y " en presencia de Ran-GFP, NTF2y GTP.

Se clonaron los hom—Ilogos de las importinas! (Tc00.1047053509057.20) y "
(Tc00.1047053504105.150) en tripanosomas y se transformaron levaduras para observar
la posible interacci—n con prote’'nas de conocida localizaci—muclear. Se usaron como
prueba de concepto tres prote’nas de T. cruzi de localizaci—n nuclear conocida, como pl4,
SF1y Fip1 (Fig. I.7).

Figura 1.7: Resumen de las interacciones observadas entre las importinas ! y " con
distintas prote’nas de conocida localizaci—n nuclear en T. cruzi p or el sistema de Doble
h'brido en levaduras. En rojo interacciones negativas, en blanco interacciones no testeadas.

Ninguna de las prote’'nas de localizaci—n nuclear conocida mostr— interacci—n
positiva con las importinas ! o " en ninguna de las configuraciones, AD o DB. Tampoco
las importinas ! o " demostraron interactuar entre s’ en el ensayo de doble h’brido en
levaduras.

Por lo cual no podemos inferir nada de este ensayo preliminar y probablemente se

deba utilizar otra tecnologia como confirmatoria de estos resultados preliminares.
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Hacia la construcci—n de un mapa de dominios WWy su s prote’nas
interactuantes como modelo para la bcesqueda de nuevas  drogas

anti-parasitarias en la enfermedad de Chagas
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INTRODUCCION

Hasta la actualidad se han determinado mapas detallados de interacciones WW en
dos organismos, humanos y levaduras (Hu et al., 2004; Ingham et al., 2005; Hesselberth
et al., 2006). Existen 64 prote’nas con WW en humanos que interaccionan con cientos de
prote’nas de diversos procesos celulares y 10 prote’nas del genoma de levadura que
totalizan 13 dominios WW que interaccionan con 207 prote’'nas con motivos ricos en
prolina. De esta forma, las prote’nas con WW sirven como una especie de concentrador
(hub) de redes metab—Ilicas, caracter’stica que las hace muy atraclvas como blanco de
drogas. En levaduras las prote'nas WW participan en varias redes metab—Ilicas
relacionadas con transporte de ves’culas y modificaci—n proteicaen el RER, funciones
peroxisomales, metabolismo de cofactores, regulaci—n de transcripci—na nivel de
modificaci—n de la cromatina, splicing de ARNm, etc. Algunas pree’nas t'picas con WW
son Rsp5 (ubiquitina prote’na ligasa), Prp40 (uni—n al CTD @ la ARN polimerasa 2), Set2

(una histona metil-transferesa) (Hesselberth et al., 2006).

Nuestro grupo ha caracterizado previamente dos prote’nas peque—as de T. cruzi
(TcZFP2a y TcZFP2b) que contienen un dominio WW y un motivo dedos de zinc tipo
CCCH cada una. Ademis, se demostr— que interaccionan con otras @s prote'nas
peque—as (TcZFPla y TcZFP1b) que tienen motivos ricos en prolina de grupo 1 (PPXY)
(Caro et al., 2005). Los dos pares interaccionan en forma cruzada. El trabajo del grupo
determin— que los dominios WW de las TcZFP2 son los responsaéles de unir a las
TcZFPL1. Estas conclusiones se infirieron en base a los ensayos de interacci—n, realizados
bajo el sistema de doble h’brido en levaduras ProQuest? de | nvitrogen. Este sistema ha
sido puesto a punto en nuestro laboratorio. Por lo tanto disponemos de la secuencia de
las 4 prote’nas (TcZFP2a, TcZFP2b, TcZFPla y TcZFP1b) clonadas en los vectores del
sistema (pPC97 y pDEST?22).

En Trypanosoma brucei se ha demostrado que estas prote’nas estin involucradas
en el remodelado morfol—gico del parfsito durante su diferenaci—n (Hendriks y
Matthews, 2005). Por otro lado, nuestro grupo ya ha utilizado un dise—o experimental para
buscar blancos de drogas en interacciones prote’na-prote’na usando como modelo el
complejo trans-spliceosoma/poliadeniloma de T. cruzi. Se han caracterizado varios pares
interactuantes y sus interfaces de interacci—n en busca de derencias con el hospedador
humano con Zxito. Entre ellos podemos citar las interacciones del complejo E de trans-

splicing (Vazquez et al., 2003; Vazquez et al., 2009), la interface de SAP155/p14 del
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complejo A de trans-splicing (Avila et al., 2007), la interface CPSF30/FIP1 del complejo de
poliadenilaci—n (Bercovichet al., 2009a) y la interface Mago/Y14 del EJC (Exon Junction
Complex) (Bercovich et al., 2009b).
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RESULTADOS

Parte 1- Antlisis in silico del contenido gen—mico y expresi—n de dominios

WW y motivos ricos en prolinaen  T. cruzi CL-Brener.

1. Boesqueda bioinformitica de prote’nas con dominios WW y de prote’'nas

con motivos ricos en prolina, en  Trypanosoma cruzi .

Utilizando el modelo de HMM de los dominios WW presente en Pfam
(pfam.sanger.ac.uk) se uso la funci—n de boesqueda HMMSearch del agunto de
algoritmos de Cadenas Ocultas de Markov (http://hmmer.janelia.org/) para rastrear el
proteoma deducido del genoma de T. cruzi CL-Brener. Se encontraron 21 prote’nas con
dominios WW, nombradas con ncemeros consecutivos WWO01, 02 en aelante. Debido a
las caracter’sticas h’bridas del genoma de la cepa CL Brener, de esas 21 prote’'nas se
descartaron 10, quedando 11 prote’'nas para el antlisis. Esta discriminaci—n se hizo
mediante un trbol filogenZtico, donde las prote’nas se agruparon en base al algoritmo
neighbor-joining. Los pares de terminales con menor distancia evolutiva entre s’, se
consideraron como prote’nas parflogas. Luego se elimin— de cadapar una de ellas al
azar para seguir con el anflisis. Dentro de las 11 prote’nas seleccionadas (tabla I1l.1), hay
3 con funciones asignadas como putativas y otras 8 son prote’nas hipotZticas, segoen se
detall— en la base TritrypDB littp://tritrypdb.org/tritrypdb/), donde con el ncemero de
identificaci—n de cada una se hizo una boesqueda. A partide SMART tambiZn, se logr—
identificar la cantidad y posici—n de los dominios WW yde otros dominios, presentes en
cada prote’na. Considerando entonces a las 11 prote’'nas seleccionadas, contabilizamos
un total de 17 dominios WW.

Como se mencion— en la introducci—n, los dominios WW se categizan en 5
grupos:

Grupo 1 (PPXY),

Grupo 2 (PPPPPPLP),

Grupo 3 (PPPPPPRP),

Grupo 4 (Fosfo-S/T)P,

Grupo 5 (Rx(X)PPGPPPxR)) y

Grupo 6 ((PxxGMxPP)N)
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Tabla Ill.1: Listado de las prote’'nas WW seleccionada s. En la tabla se detallan con un
asterisco y en negrita (*) aquellas prote’nas que no tienen ort—logos en el resto de los
tripanosomitidos, y son por lo tanto espec’ficas de T. cruzi. Las restantes son prote’nas
hipotZticas conservadas, ya que poseen ort—logos en otros eucsaotas, como ser Trypanosoma
brucei y/o Leishmania major.

Los grupo 2 y 3 se unificaron y tomaron como grupo IlI/lll debido a que las
preferencias por sus ligandos y sus propiedades cinZticas son casi indistinguibles (Kato et
al., 2004). Para clasificar los dominios WW de T. cruzi segoen estas categor’as, se hizo un
alineamiento de secuencias proteicas de cada uno de los dominios (Fig. 111.1).

Luego se analiz— cada secuencia en base a los aminofcidos pesentes y los
consensos caracter’sticos de cada grupo.

Los dominios WWO03 de TcZFP2a, WWO02 de TcZFP2b, 2, 3 y 4 de WWO09 vy los
dominios 1 y 2 de WW12, fueron incluidos como dominios putativos de grupo 1. Este
agrupamiento se basa en que poseen gran parte de un consenso de aminoifcidos
conservados, que conforman el denominado bolsillo de uni—n atirosina. A travZs de este
bolsillo se establece la uni—n al aminofcido tirosina, presete en los motivos PPXY. El
bolsillo est:¥ conformado por Isoleucina/Leucina/Valina B pasici—n 25, Histidinab27 vy
Lisina/Arginina/Glutaminab30 (Katoet al., 2002). En el caso de WWQ9, los dominios 2, 3y

4 poseen una valina (Val) en la posici—n 25. Luego en |a27 los dominios 3 y 4 tienen una
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histidina (His) satisfaciendo el consenso, mientras que el segundo posee una arginina
(Arg). En la posici—n 30 tanto el 3 como el 4 tienen Arg y elsegundo lisina (Lys). Para
WWO02, se conserva His en el sitio 27 y Lys-30, exceptuando la posici—n 25 que presenta
una metionina (Met). Luego, WWO03 posee las tres posiciones con aminoifcidos
conservados. Isoleucina (lle) en la posici—n 25, His-27 y Lys-30Finalmente los WW12-1y
WW12-2 tienen Val-25, en el sitio 27 no presentan His sino lle y Arg respectivamente. Sin
embargo los dos poseen His en la posici—n adyacente, 26. Amlbos dominios tienen una

Lys conservada en el aminofcido 30.

Figura Ill.1: Alineamiento de la secuencia proteicad e los 17 dominios presentes en T. cruzi.
Se detallan los aminofcidos con consenso, y el porcentaje de conservaci—n.

Los dominios WW de WW06, WWO08 y dominio WW-3 de WW12, presentan dos
tirosinas rodeando la tirosina (Tir) central (posici—n 24 ). Losdominios WW de grupo II/1lI
se identifican por presentar el consenso Tirosinabposici—n 23y Tirosina/Triptofano-25
(Kato et al., 2004). Esto los hace plausibles a unir la secuencia ((PxxGMxPP)N),
integrando el grupo 3. Luego los dominios de WW17 y WW19 presentan Tir-23, mientras
que en la posici—n 25 no poseen ninguno de los 2 aminotidos caracter’sticos, por lo
tanto seran posibles dominios de grupo Il/lll aunque de secuencia primaria menos
conservada .

Dentro del grupo 4 se encontraran WW14, WW16 y los dos dominios WW de
WW21. Esta categor’a se basa en la presencia de un parche-p, que permite la uni—n a la
serina o treonina fosforilada de los motivos blancos (Fosfo-S/T)P (Kato et al., 2002). El
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mismo estt¥ conformado por una Serina posici—n-16, (Arginina/Lisina/Asparagina/
Glutamina)-17 y Tirosina-23. Exceptuando WW16 que posee una treonina en la posici—n
16, el resto posee la serina conservada. Luego en la posici—nl7, que debido a un gap se
encuentra en la posici—n 18 respecto al resto de las prote’'na, el dominio WW de WW16 y
el segundo de WW12 presentan alguno de los aminotcidos conservados. WW16 una
asparagina (Asn) y WW12-3 Arg. Los restantes, WW14 y WW12-1 poseen glutamato (Glu)
y Ser respectivamente, aminofcidos no conservados para este grupo. Luego en la
posici—n 23 todos poseen la tirosina conservada.

El primer dominio WW de WWO09 no pudo ser ubicado en ninguno de los 5 grupos,
guedando indeterminado.

En resumen, los dominios WW de T. cruzi se agrupan putativamente segcen la tabla
1.2.

Tabla 111.2: Clasificaci—n de los dominios WW presentes en el gen omade T. cruzi

Por otro lado, se rastre— el set @ datos de prote’nas predichas del genoma de T.
cruzi CL-Brener (http://www.tritrypdb.orgl) usando expresiones regulares de motivos ricos
en prolina de los grupos 1, 2, 3y 5. El grupo 4 de (pS/T)P no es posible rastrearlo por
bioinformztica. La boesqueda se realizo usando un script en PERLen forma local sobre la
base de datos. Como resultado se obtiene el ncemero de coinciéncias, la longitud de la
coincidencia, su posici—n en la secuencia, la identidad y lagitud de la prote’na. En la
figura 111.2 se muestra un ejemplo real, de una bcesqueda egcutada usando el motivo
PPPPY contra la base de datos de prote’nas de T. cruzi, y el resultado obtenido para uno

de los motivos encontrados.

Las expresiones regulares utilizadas fueron las siguientes:

Grupo 1, PPPXY
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Grupo 2, PPPPPP(L/R)P
Grupo 3, (PxxGMxPP)N

Grupo 5, Rx(x)PPGPPPxR

Figura Illl.2: Ejemplo de un resultado obtenido por patma  tdb para el motivo PPPY

Se encontraron 20 prote’nas, dentro del grupo 1, 26 en el grupo 2, 6 en el grupo 3,
y ninguna en el grupo 5. Lo que contabiliza un total de 52 prote’'nas. De la misma forma
gue para las prote’nas WW, se seleccionaron 24 de esas 52 que se detallan sus
caracter’sticas principales en la tabla 111.3. Los nombres de las prote’nas hipotZticas, se
asignaron poniendo en primer lugar, dos siglas representando el tipo de motivo rico en
prolina que poseen (PY o PL, si poseen ambos se coloc— PYPL) y lego, el ncemero de
aminoicidos (ejemplo PY154).

Este set de datos constituye la base de datos de motivos ricos en prolina. Como
paso siguiente, las bases de datos WW y prolinas se combinaron en la clasificaci—n por

grupos para constituir sub-bases de datos para cada grupo. Cada sub-base contiene la
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predicci—n in silico sobre cufles prote’nas con WW interaccionaran con cufles prote’nas

con motivos ricos en prolina.

Tabla IIl.3: Listado de las prote’nas con motivos proli na seleccionadas.
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Dentro del grupo 1, ZFP2a, ZFP2b y WWOQ9, ser’an por lo tanto candidatos a
interaccionar con: ZFP1b, ZFP1b (para este caso ya se conoce la interacci—n con ZFP2a
y ZFP2b (Caro et al., 2005)), PY154, PY293, PY297, PY325, PY417, PY490, PY522,
PY572, PYPL601, PY857.

Con los miembros del grupo 2, WW06, WW08, WW17 y WW19, los candidatos
ser'an los siguientes: PL227, PL251, PL269, PL300, PL332, PL372, PL435, PL466,
PYPL601, PL675, PL698, PL1108, PL3462.

2- Antlisis de expresi—n de los genes codificantes para prote’nas con

dominios WW, y prote’nas ricas en prolina

Uno de los objetivos de este anflisis es evaluar, a partir de datos de
transcript—mica, el perfil de expresi—n de los genes que codifan prote’nas con dominios
WW, y prote’nas ricas en prolina en Trypanosoma cruzi a lo largo de su ciclo de vida.

A partir del trabajo de Minning et.al, -The steady-state tanscriptome of the four
major life-cycle stages of Trypanosoma cruzi—, se gener— en la base Gene Expression
Omnibus (http://www.ncbi.nim.nih.gov/geo/ - ncemero de acceso GSE14641), un set de
datos de microarreglos de cDNA. En este trabajo los autores testearon los niveles de
expresi—n deT. cruzi, en los distintos estad’os de su ciclo de vida. Sorprendentemente y
en contra de lo que se predec’a para este protozoario, en base a su supuesta regulaci—n
transcripcional escasa a nula, la expresi—n de un gran ncemero dgenes (mis del 50% de
los detectados en el microarreglo) mostr— cambiar significativamerte (Minning et al.,
2009).

Concretamente el experimento consisti— en co-hibridar sobre un nuroarreglo de
gen—mico total, cDNAs de cada estad’o por separado, junto cm una muestra de
referencia conformada por cDNAs de las 4 morfolog’as (Amastigote B Tripomastigote b
Epimastigote - Tripomastigote Metac’clico). Se realizaron 3 rZplicas biol—gicas con
intercambio de colorante por duplicado (6 hibridaciones por cada estad’'o b 24 totales). La
validaci—n de los datos se hizo por gRT-PCR.

Mediante este dise—o experimental se logr— evaluar quZ gens se sobreexpresan y
cufles disminuyen su expresi—n de forma estad’o espec’fico, al rehtivizarlos a la
expresi—n total de las 4 formas del parfsito. Ademis medianteanitlisis estad’sticos SAM

(Significance Analysis of Microarrays - http://www-stat.stanford.edu/~tibs/SAM/), se
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determin— quZ mensajeros presentan diferencias estad’sticamente significativas entre
estad’os. Para nuestro antlisis se extrajeron los datos generados en ese trabajo de los

siguientes genes:

Tabla 11l.4: Datos de significancia estad’stica para la variaci—n en los niveles
de expresi—n estad’o espec’fica .

De las siguientes secuencias no se pudo encontrar informaci—A: WW16, WW17,
WW19, ZFP1a, ZFP1b; PY293, PL300, PY490, PY572. En la tabla 11.4 se hace referencia

a esto con un gui—n.

En la tercera columna se detalla, para aquellos que se encontr— dato, cuales

cambiaron significativamente (SIG) y cutles no (NO-SIG). Con un asterisco se detallan
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aguellos casos en los que con ese mismo oligonucle—tido, se encontr— dato con
significancia mayor para otro Gene ID que para el de nuestro interZs. A partir de la
boesqueda de nuestras secuencias de interZs con variaci—n sigmiftiva, se tomaron los

valores de expresi—n relativa para cada estad’o y la correspondien¢ desviaci—n estfndar.

Tabla II.5: Valores de expresi—n y correspondiente d esv’o esttndar para cada mensajero de
las prote’nas WW y con motivos ricos en prolina

Con estos valores se construy— un grffico para cada prote’na conel objetivo de
representar la variaci—n en los niveles de sus ARNm de un esad’o a otro. Se analizaron
los grificos de aquellos mensajeros que mostraban cambio significativo en los niveles de
expresi—n. Basfindonos en el objetivo de encontrar blancos dedrogas para los estad’os

gue infectan al humano, se agruparon los perfiles segoen los syuientes criterios:

1- Aquellos que muestren diferencia significativa al transitar de la forma infectiva de

invertebrados, tripomastigote metac’clico, a la de vertebrados, tripomastigote, pero no
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muestran una diferencia significativa global entre las formas de invertebrados contra

vertebrados.

2- Aquellos perfiles que muestren aumento significativo en la transici—n de las

formas de invertebrados a la de vertebrados.

3- En celtimo lugar aquellos que muestren disminuci—n signdativa al transitar de las

formas de invertebrados a la de vertebrados.

En el eje Y de los grificos se detalla el Value, que es la media normalizada del log
base 2 de la proporci—n muestra estad’o/muestra referencia. En eleje X los distintos
estad’os del ciclo de vida. Segcen el primer criterio qued— cdormado un primer grupo
constituido por: PL466, PY522 y PL675 (Fig. 111.3).

Los tres perfiles varan significativamente al transitar de la forma infectiva
tripomastigote metac’clico (invertebrado) a tripomastigote (vertebrado). Sin embargo se
puede destacar que la diferencia global entre las formas de invertebrados contra las de

vertebrados no es significativa.

Teniendo en cuenta la desviaci—n estindar obtenida en ds tres casos para el
estad’'o epimastigote, no hay variaci—n significativa respecto a tripomastigote y/o
amastigote. Dentro de este grupo se puede destacar ademis, que tanto PL466 como
PL675 muestran un aumento significativo de tripomastigote metac’clico a tripomastigote
(Fig. lll.3a y 1l.3b). Los niveles de ambos mensajeros luego vuelven a aumentar y en
forma significativa, al pasar al estad’o amastigote. Por otro lado PY522 muestra entre
estos mismos estad’os una disminuci—n significativa en el nivelde expresi—n (Fig. 111.3c).
De todas formas, al transitar hacia amastigote, el nivel aumenta sin diferencias

significativas con los valores obtenidos para las formas de invertebrado.

Bajo el segundo criterio se incluye a WWO09. Este grupo es de particular interZs
porque contiene un mensajero que es regulado positivamente al pasar al estad’o
tripomastigote (humanos), desde la forma infectiva de invertebrados. Ademts mantiene
esta diferencia significativa respecto a las formas de invertebrados, al transitar al estad’o

replicativo, amastigote.

El tercer grupo conformado bajo el criterio 3, contiene a los mensajeros de
TcZFP2a, WW12, WW14, PY297, PL698 y PL251.
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Figura Il.3: Representaci—n grifica de la variaci—n e n los niveles de ARNm a lo largo del
ciclo de vida de T. cruzi para el grupo 1 .a) PL466, b) PL675y c) PY522.

139



Figura Ill.4: Representaci—n grifica de la variaci—n e n los niveles de ARNm de WWQ9, a lo
largo del ciclo de vida de T. cruzi.

Finalmente, estos perfiles comparten la caracter’stica de presentar una disminuci—n
significativa al pasar de tripomastigote metac’clico a tripomastigote. La diferencia es
consistente entre las dos formas de invertebrados contra las dos de vertebrados y nos

hace referencia a prote’'nas cuyos mensajeros son inhibidos al infectar el huZsped
humano.
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Figura IIl.5: Representaci—n grifica de la variaci—n en los niveles de ARNm a lo largo
del ciclo de vida de T. cruzi para el grupo 3. a) TcZFP2a, b) WW12, c) WW14, d) PY297,
e) PL698 y f) PL251.
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Parte 2- Caracterizaci—n de las interacciones dominios  WW - motivos ricos en

prolinas

1- Beesqueda de interacciones entre prote’nas con domi  nios WW y prote’nas

con motivos ricos en prolinade  T. cruzi

En esta parte nos propusimos iniciar la boesqueda de los paes interactuantes de
algunas de las prote’nas con dominios WW presentes en el genoma de T. cruzi. El
objetivo final es comenzar la construcci—n de un mapa de domimos WW, que sirva de
plataforma base para la boesqueda de nuevos blancos terapZuitos contra la enfermedad

de Chagas-Mazza.

a) Selecci—n de las prote’nas a evaluar por doble h’br  ido en levaduras

La elecci—n de las prote’nas con dominios WW y de sus ptiativos blancos,

prote’nas con motivos ricos en prolina, se bas— en las siguientespremisas:

1- Contar con representantes de los distintos grupos de dominios WW vy tipos de

motivos ricos en prolina.

2- Evaluar la presencia de interacci—n entre los distintos jres interactuantes
predichos in silico en base a la literatura (ej. Prote’na con WW de grupo | y prote’na con
motivo PPXY)

3- Evaluar interacci—n entre pares no predichos, para analizarc—mo se comportan

en T. cruzi.

De esta forma seleccionamos las prote’'nas con dominios WW que se listan a

continuaci—n.
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WWO06 (Tc00.1047053506363.60)

WWO06 tiene un tama—o de 1458pb (458aa), es putativa de capping a F-actina
(actina filamentosa), ya que 316 de los 458 aminotcidos, codificaran para una subunidad
beta de uni—n a F-actina. Posee un cenico dominio WW, predho in-s’lico de grupo I/l
(Fig. 111.6). Debido a la presencia de este tipo de dominio hipotetizamos su uni—n a
prote’nas ricas en prolina cuya secuencia contenga leucina (L) o arginina (R), pero
tambiZn glicina (G) y metionina (M). Esta prote’na es de particular interZs ya que no
presenta ort—logos en el resto de los tripanosomitidos, sien@ la interacci—n en la que
participe, cenica de este partsito. Ademis, al poseer un domind de uni—n F-actina, podr'a
tener una funci—n ligada al citoesqueleto. La posibilidd de que el dominio WW participe
en este rol, incrementa la importancia de conocer sus blancos y la posibilidad de que su

disrupci—n sea crucial para la sobrevida del partsito.

Se amplific— a partir de ADN gen—mico la secuencia nucleot'da completa
(1458pb), utilizando los oligonucle—tidos WW06_For y WWO06_Rv.

Figura Il.6: Esquema de los dominios de WWO06.

WWO09 (Tc00.1047053506573.60)

Prote’'na de 658 aminoifcidos (1977pb), posee una extensa regi—n en el extremo
carboxilo terminal de 240 aminotcidos, donde se hallan dispuestos en tanda, 4 dominios
WW (Fig. 111.7). De Zstos, 3 dominios se corresponden al grupo |, segocen lo predicho in-
silico, mientras que el restante no pudo ser asignado a ninguna categor’a, quedando
indeterminado. Debido a la presencia de los 3 dominios WW grupo | podr'a presentar
interacciones meeltiples con distintas prote’nas conteniendomotivos PPPYP, pudiendo ser
un nodo importante en el interactoma. Sumado a eso, la prote’na posee un 4% dominio
indeterminado que podr'a aumentar la variabilidad en cuanto a la identidad de prote’nas

ricas en prolina con las que interaccione. En este caso se clonaron los 795pb finales de
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WW09, donde se encuentran los 4 dominios WW, utilizando los oligonucle—tidos

WWO09_ Fory WWO09_ Rev.

Figura 1l.7: Esquema de los dominios de WW09y dela  regi—n que se amplific—.

WW12 (Tc00.1047053504427.180)

Constitu’da por 732 aminotcidos (2199pb), posee 3 dominios WW en el extremo B
COOH (Fig. 111.8). Dos de los tres dominios pertenecen al grupo | y el tercero al grupo I1/111.
No posee dominios anexos, pero presenta como WWO06, la posibilidad de encontrar
interacciones espec’ficas para T. cruzi, ya que no posee ort—logos en el resto de los
tripanosomitidos. Siendo de esta forma, una prote’'na clave para poner a prueba con
prote’nas de motivos PPPYP y PPP(L/R)P. Se clonaron los 596pb finales, abarcando la
regi—n de los tres dominios WW. Los oligonucle—tidos endpados fueron WW12_For y
WW12_Rev.

Figura 111.8: Esquema de los tres dominios WW de WW12 vy de la regi—n amplificada
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WW17 (Tc00.1047053507087.70)

Esta prote’na se compone de 1153 aminofcidos (3462pb), dentro de los cuales 32
corresponden al acenico dominio WW, en este caso de grupo II/ll (Fig. 111.9). Mientras que
143 conformar’an un dominio AAA-ATPasa (ATPasas Asociadas con diversas Actividades
celulares). Las prote’nas conteniendo este dominio se pueden involucrar en un gran
ncemero y rango de procesos, como ser degradaci—n proteica, fusi—ehe membranas,
biogZnesis del peroxisoma, transducci—n de se—ales y expresi—nZmica. WW17 es por lo
tanto, una prote’na que podra llevar a cabo una o mfs de una funci—n de importancia
para la vida del microorganismo. Se amplificaron las primeras 600pb con los
oligonucle—tidos WW17_For y WW17_Rev, correspondientes ala regi—n del dominio WW
(excluyendo el resto).

Figura 111.9: Esquema de los dominios WW presentes en WW17, adicionando dos
repeticiones internas encontradas. *

De esta forma incluimos en el anilisis 9 de los 17 dominios WW presentes en T.
cruzi abarcando los grupos | y II/lll, sumando un dominio WW de grupo indeterminado.
Respecto a las prote’nas con motivos ricos en prolina se seleccionaron bajo las

mismas premisas:
! TcZFP1a,
! TcZF1b,
! PY?293,
I PY490,

I yPL372.

146



Las primeras dos fueron obtenidas con anterioridad en el laboratorio, clonada su

secuencia completa, y se describieron en la secci—n 1 de esta 2dagparte de resultados.
A continuaci—n se detallan las caracter’sticas de las clonadas @ este trabajo:
PY293 (Tc00.1047053508385.60)

Constituida por 294 aminotcidos (882pb), de los cuales 221 conformar’an un
dominio tipo VTAL (Fig. 111.10). En humanos este dominio se halla en la prote’na asociada
al trtfico vesicular (vtal). Como su nombre lo indica, en este organismo estt involucrada
en el trifico del cuerpo multivesicular, un compartimiento endosomal involucrado en el
transporte de prote’nas de membrana para su degradaci—n en lissomas. Por la presencia
de tal dominio se infiere que PY293 podra llevar a cabo algoen rol de este tipo,
interactuando con otras prote’nas a travZs de su motivo PPPY. Se amplific— y clon— la

secuencia completa de esta prote’na, con los oligonucle—tidosPY293 For y PY293_Rev.

Figura Il1.10: Representaci—n esquemitica del dominio  y motivo presente en la prote’na
PY293.

PY490 (Tc00.1047053507031.100)

Prote’na hipotZtica de 490 aminoicidos (1473pb), contiene un motivo PPPY en el
extremo carboxilo terminal y tres dominios de uni—n a calmoduha dispuestos en tanda en
el extremo amino terminal (Fig. 111.11). La calmodulina actoeacomo receptor de Ca?*,
siendo un regulador de los niveles del mismo. Es importante destacar que el Ca?* es un
segundo mensajero esencial para la invasi—n del parfsito en c4ilas huZsped (Moreno et
al., 1994). Una caracter’stica llamativa de esta prote’'na es que si bien la calmodulina es
muy conservada evolutivamente, compartiendo un 100% de identidad aminoac’dica entre
vertebrados, la calmodulina presente en T. cruzi posee una identidad de solo el 89% con

la de mam’feros (Garcia-Marchan et al., 2009). Por lo tanto, la posibilidad de que PY490 y
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una calmodulina interaccionen a travZs de su motivo PPPYP con prote'nas que contengan
dominios WW, hace interesante su antlisis para aproximar a su funci—n de posible
relevancia para la sobrevida del partsito. Se amplificaron 758pb correspondientes a la

regi—n C-terminal empleando lo oligonucle—tidos PY490_For y PY4B Rev.

Figura Ill.11: Representaci—n esquemitica de los domin i0os y motivo presentes en la
prote’na PY490.

PL372 (Tc00.1047053511871.110)

PL372 contiene un motivo PPPLP en el extremo C-terminal y hacia el medio de su
secuencia aminoac’dica presentar’a un dominio de reconocimiento de ARN (RRM) (Fig.
111.12). Las prote’nas que se unieran a PL372 a travZs de su motivo rico en prolina, ser'an
prote’nas WW de grupo ll/lll. Con PL372 tenemos por lo tanto una aproximaci—n a las
interacciones en este grupo. Ademis la presencia de un posible dominio RRM, hace
inferir que podr'a estar implicada en la regulaci—n post-trascripcional. Se amplificaron las

687pb detalladas en la figura 111.12, con los oligonucle—tidos PL372_Fory PL372_Rev.

Figura Ill.12: Representaci—n esquemztica del dominio  y motivo presente en la prote’na
PI372.
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b) Resultados de la bcesqueda de interacciones entre | as prote’nas con

dominios WW y las prote’nas con motivos ricos en prol Inas.

En todos los casos, tanto para las prote’nas con dominios WW como para las
prote’nas con motivos ricos en prolina, se amplific— por PCR & regi—n de interZs o la
secuencia completa. Se utiliz— como templado ADN gen—mico d&. cruzi, CL Brener. Las
reacciones se llevaron a cabo con la enzima iProof? High-Fidelit y de Biorad o Pfu de
Fermentas. Los oligonucle—tidos utilizados para cada protena se detallan en materiales y
mZtodos. Luego se realiz— la reacci—n TOPOpara clonar en forma direccional en el
vector pENTR%D-TOPO  (la enzima Tag DNA Polymerase agrega dA -desoxiadenosina
trifosfato- en el 30% de los extremos 3« de los fragmentos de PCR, esto disminuye la
eficiencia del clonado en el vector direccional pENTR?D-TOPO ). Finalizada la reacci—n
se transformaron bacterias E. coli competentes. Una vez confirmados los clones positivos
por PCR, con los oligonucle—tidos M13 For y el correspondiate oligonucle—tido WW_Dw,
o M13 For y P(Y/L)_Dw, se hicieron minipreparaciones y se enviaron a secuenciar. Con el
clon de secuencia correcta se hizo una reacci—n LR de recombinaci—al vector destino
pPC97 y al vector pDEST22. Los clones pPC97/WW se transformaron en levaduras
Mav203, para luego re transformar con el clon pDEST22/prote’na con motivo rico en
prolinas. Esto se hizo tambiZn en forma reversa. Primero clonando la prote’na con motivo
rico en prolinas en el vector pPC97 y re transformando luego, con los dominios WW en
configuraci—n AD (pDEST22). En todos los casos la interacci—n sewalu— con el reportero
His3 y el Ura3 en los medios SCLWH/3AT y SCLW-/0.2% 5FOA respectivamente. Se

detallan a continuaci—n, los resultados para cada prote’na VWV.

WWO06

En este primer caso se clon— toda la secuencia correspondiente alORF de WWO06
(458 aminotcidos B 1458 pb.). WWO06 tiene un cenico dominidVW de grupo /111, si bien la
presencia de ese dominio indicar'a predictivamente, una posible interacci—n con PL372
(motivo PPPLP), tambiZn se prob— con el resto de los motivos. En tods los casos
exceptuando las prote’'nas con dedos de zinc (TcZFPla y TcZFP1b), se prob— en ambas
configuraciones (AD y DB). Puntualmente TcZFP1b y TcZFP1la, que fueron evaluadas en
Caro et al. 2005 contra TcZFP2a y TcZFP2b, demostraron interaccionar en ese caso,
estando solo en la configuraci—n DB y no as’ cuando se lasclonaba fusionando al dominio

de activaci—n. Por esta raz—n se las utiliz— de all’ en adelte, incluido este trabajo, s—lo
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en el vector pPC97. Obtenidas las colonias de levaduras transformadas con ambas
construcciones, se evalu— la presencia de interacci—n en placas SGUH/3AT 15mM.
Segeen los resultados obtenidos en la figura 111.13, laausencia de crecimiento de las
estr'as, exceptuando el control positivo E, indican que WWO06 no interacciona con los
motivos PPPYP testeados, como as’ tampoco con el motivo PPPLP de PI372. Este
resultado fue coincidente con el obtenido en medio SCLW-/5Foa, donde se obtuvo

crecimiento en todos los casos (no mostrado).

Figura 111.13: Ensayo del reportero  His3 para la prote’na WWO06 . Placas SCLWH/3AT 15mM
donde se evalu— la interacci—n con el dominio WW de WWO06reconfiguraci—n AD (derecha) y en
configuraci—n DB (izquierda).

WWO09

Dado que WWO09 posee 3 dominios WW de grupo |, y un cuarto de grupo
indeterminado, podemos predecir entonces, que las prote’nas TcZFPla, TcZFP1b, PY490
y PY293 podran ser pares interactuantes. PL372 podr’a por el contrario ser blanco del

cuarto dominio.

La regi—n final donde se encuentran los 4 dominios WW @ la prote’na se clon— en
los vectores de expresi—n de levaduras. Con las colonias dedvaduras seleccionadas para
ambos plfsmidos, se procedi— a realizar el antlisis de interacci—n en medio SCLWH con
el inhibidor 3AT en una concentraci—n 25mM. Se obtuvieron erntodos los casos resultados
negativos, por lo que se decidi— repetir el ensayo a una cocentraci—n menor de 3AT,

15mM. Como se puede ver en las figuras I11.14 y 111.15, tanto en una configuraci—n como
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en otra, no se obtuvo crecimiento de la estr’a. Estos resultados se confirmaron por doble
h’brido reverso, en placas SC LW- 5FOA. En la figura 1ll.14 se muestra un resultado
ejemplo obtenido para los clones WWO09 en AD versus las prote’nas PY490 y PY293 en
DB (de la misma forma se obtuvo el resto), donde se observa crecimiento en el control
negativo A y en las estras ensayadas. Podemos inferir entonces, que a pesar de que
WWO09 posee cuatro dominios WW, ninguno de ellos fue capaz de interactuar bajo el

sistema empleado, con los motivos de las prote’nas incluidas en este antlisis.

Figura ll1.14: Ensayo del reportero  His3 para la prote’na WWO09 en configuraci—n DB
Placas SCLWH/3AT 15mM donde se puso a prueba la interacci—n en las levaduas transformadas
con pPC97/WWOQ9 y pDEST22/motivos prolina.

Figura 111.15: Ensayo del reportero  His3 para la prote’na WWO09 en configuraci—n AD . Placa
SCLWH/3AT 15mM donde se puso a prueba la interacci—n en las levaduas transformadas con
pPC97/motivos prolina y pDEST22/WW09.)
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WW12

Debido a la presencia de 3 dominios WW, dos de grupo | y uno de grupo /1,
WW12 puede ser un blanco de interacciones tanto con prote’nas ricas en prolina de tipo |
(PPPYP) como de tipo II/lll (PPPP(L/R)P). Se amplific— la regi—n en lauwg se encuentran
los 3 dominios, 596 pb finales. En la primer placa de la figura 111.16 se observan los
resultados en SCLWH/3AT 15mM para WW12 en configuraci—n DB y en la segunda,
mismo medio para la configuraci—n AD. A pesar de lo predicho irs’lico para los dominios
presentes en WW12, no se encontr— blanco de interacci—n era$ prote’nas con motivos

ricos en prolina seleccionadas.

Figura I11.16:Ensayo de las interacciones con la prote’  na WW12, a travZs del reportero  His3.
Placas SCLWH-/3AT 15mM donde se puso a prueba la interacci—n en las levaduas transformadas
con WW12 y las prote’nas con motivos prolina. Placa derecha WW12 en configuraci—n AD,
izquierda en configuraci—n DB.

WW17

Se amplific— el extremo amino terminal, abarcando 600pb de Is 3462pb entre los
gue se encuentra el cenico WW de grupo Il/lll presente en eta prote’na. Si bien se
predec’a una posible interacci—n con PL372, debido a la compaibilidad entre el dominio
WW de grupo Il/lll 'y el motivo rico en prolina de tipo Il (PPPLP), no se observ—
crecimiento y por lo tanto interacci—n, en ninguna de lasdos configuraciones. Tampoco
con el resto de las prote’nas. El ensayo se repit— en 15mM de3AT (Fig. 111.17). Esto se

hizo con el objetivo de favorecer la producci—n de la enzima Hk3, en caso de que las
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interacciones fuesen dZbiles, poder contrarrestar as’ al inhibidor y ver crecimiento de la

estr’a. Sin embargo, el resultado obtenido fue el mismo, ausencia de interacci—n.

Figura 111.17: Ensayo de las interacciones con la prote  'na WW17, a travZs del reportero  His3.
Placas SCLWH/3AT 15mM donde se puso a prueba la interacci—n en las levaduas transformadas
con WW17 y las prote’nas con motivos prolina. Placa derecha WW17 en configuraci—n AD,
izquierda en configuraci—n DB.

Las interacciones evaluadas, en ambas configuraciones (AD/DB) y a distintos
niveles de inhibidor (3AT), resultaron ser negativas bajo el sistema empleado. En la tabla

I11.6 se resumen los resultados obtenidos.

Tabla 111.6: En formato matrix array de los resultados ob  tenidos para las WW analizadas en
ambas configuraciones. Se detallan las prote’nas clonadas en cada configuraci—n, enverde se
marcan los pares de prote’nas que interaccionan, y en rojo los que no.
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3-Evaluaci—n de los motivos ricos en prolina de  T. cruzi usando un Control

heter—logo - Rsp5

Debido a que todos los pares de prote’'nas WW-prote’nas ricas en prolina
evaluados como novedosos en este trabajo dieron negativo, se propuso incluir un control
heter—logo que permita validar los resultados. Con este finse analiz— el trabajo de Jay R.
Hesselberth et al. 2006. en el que se construy— el mapa de interacciones de la 10

prote’nas WW presentes en levaduras, siendo Rsp5 una de ellas.
a- Caracter’sticas de Rsp5

Esta prote’na fue caracterizada en una vasta cantidad de trabajos, es una ligasa de
ubiquitinas que participa en una variedad de procesos celulares, incluyendo trinsito
vesicular y modificaci—n proteica dentro del ret’culo endoplasmiico (Rotin et al., 2000).
Posee 3 dominios WW, todos de grupo |. Ademis tiene un dominio C2 en el amino
terminal, dominio involucrado en diversidad de funciones, desde transducci—n de se—ales
hasta trifico vesicular. Hacia el carboxilo terminal posee un dominio HECT, el que
participa en el proceso de ubiquitinaci—n uniZndose a prottnas E2 y a sus ubiquitinas

conjugadas (Fig. 111.18).

Figura 111.18 : a) Esquema de los motivos y dominios presentes en Rsp5 , 'y b) referencias.
(Adaptado de Hesselberth et al. 2006).

En el trabajo de Hesselberth se identificaron por microarreglo de prote’nas de
levaduras, 124 pares interactuantes de los 3 dominios WW de tipo I. Estas interacciones
abarcan un 60% del interactoma, de esta forma, Rsp5 se dispone como un concentrador.
Dentro de estas 124 prote'nas, 27 son portadoras de motivos PPPYP, como era de
esperar debido a las caracter’sticas de los dominios WW presentes en Rsp5. TambiZn se
identificaron prote’nas con motivos LPXY, LPXF, PPXY y PPXF.

Teniendo en cuenta la cantidad y variedad de motivos con los que interaccionan los
dominios WW de Rsp5, se propuso probar su capacidad para interaccionar con los

clonados en este trabajo, provenientes de T. cruzi. El objetivo final entonces, es emplear a
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Rsp5 como un control heter—logo y validar as’, los resultadosnegativos obtenidos en la
primer parte del trabajo. Esto celtimo partiendo de la hip—esis de que, siendo Rsp5 muy
abarcadora en sus interacciones, sert capaz de hacerlo con los motivos aislados de T.

cruzi.

b- Boesqueda de interacciones de Rsp5 con prote’'nas r icas en prolina de T.

cruzi

Con el objetivo planteado en el punto anterior se clon— el dominio WW2 de Rsp5 en
el sistema doble h’brido de ProQuest?-Invitrogend Se amplific— la secuencia
correspondiente al mismo, a partir del ADN gen—mico deSaccharomyces cerevisiae. El
ADN se extrajo de la misma cepa con la que se trabaja en el laboratorio, MaV203. Se
utilizaron los oligonucle—tidos Rsp5ww2_For y Rsp5ww2_Re&. Se clon— la secuencia del
dominio WW2 de la prote’'na Rsp5 en el vector pDEST22 B configuraci—n AD. No se
lograron obtener clones positivos en la configuraci—n DB. Poreste motivo, se puso a
prueba el dominio elegido contra todas las prote’nas con motivos prolina disponibles
(PY490, PY293, PL372, TcZFP1lb y TcZFPla), clonadas en el vector pPC97 b
configuraci—n DB. Se parti— de levaduras transformadas con los psmidos pPC97,
codificando para las distintas prote’nas ricas en prolina, y se re-transform— con la nueva
construcci—n pDEST22/Rsp5WW?2 usando duplicados independientes.Seleccionadas las
levaduras RspSWW2 AD b Prolina DB, se ensay— en LWH3AT 15mM la presencia de

interacci—n.

Como resultado, obtuvimos interacci—n con la prote’na PY293 ge posee un motivo
PPPYP. Mientras que con PY490, PL372, TcZFP1b y TcZFP1a no se obtuvo crecimiento
en dicho medio, descartando la interacci—n con estas. En cuantoa la interacci—n con
PY293, la misma se evalu— nuevamente en una concentraci—n mayor d8AT (LWH-/ 3AT
25Mm), como as’ tambiZn repetimos la prueba con PY490, por la similitud presentada con
la anterior (Fig. 111.19). Ademts se analizaron los mismos clones en LWH/5 FOA (Y2H
Reverso). En la Figura 1ll.19 se puede observar que los dos clones independientes,
evaluados de Rsp5, presentaron crecimiento en el medio LWH/25mM, indicando esto que
el motivo rico en prolinas de tipo | (PPPYP) de T. cruzi es capaz de interaccionar
fuertemente con un dominio WW de grupo I, en este caso de levaduras. Se observ— lo

contrario en la placa LW-/5FOA (Fig. 1ll.19). En esta misma placa, no se observ—
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crecimiento en los clones evaluados de PY490. Esto celtimo descara la interacci—n con el

motivo rico en prolinas de tipo | (PPPYP) de PY490. El control A no creci—y si lo hizo el E.

Figura 111.19: Ensayo de interacci—n de los clones Rsp  5- PY490-1, Rsp5- PY490-2, Rsp5-
PY293-1y Rsp5- PY293-2. Derecha en placa con medio LWH-/25mM, izquierda, por doble h’brido
reverso en SCLW-/5 FOA.

En conclusi—n, la presencia de un dominio WW de grupo | deRsp5, es condici—n
suficiente para que se establezca interacci—n con el motivo PPPYP dela prote’na PY293
de T. cruzi, no as’ con TcZFPla, TcZFP1b, PY490 y PL372. Esto demuestra que, al
menos en T. cruzi, un motivo cualquiera PPPYP no es condici—n suficiente para
interaccionar con un WW tipo |. Por otro lado, la interacci—A de PY293 con RSP5 validan

el sistema empleado para buscar las interacciones.
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DISCUSION

Los dominios WW sirven de plataforma para el ensamblado de redes
multiproteicas, a travZs de su uni—n a ligandos ricos en prahas (Ingham et al., 2005). En
particular la implicancia en diversos procesos metab—Ilicos, como seobserv— en humanos
y levaduras (Ingham et al., 2005; Hesselberth et al., 2006), hace de estas interacciones un

espacio vacante para la boesqueda de nuevas drogas contra el malde Chagas.

En este trabajo identificamos 11 prote’nas con dominios WW, totalizando 17
dominios. Basindonos en trabajos previos (Zarrinpar y Lim, 2000; Kato et al., 2002;
Zarrinpar et al., 2003; Kato et al., 2004; Russ et al., 2005), logramos predecir la identidad
de cada uno de los dominios. Conformamos tambiZn la base de datos de prote’nas ricas
en prolina con 24 prote’nas. Interceptando ambas bases predijimos los posibles ligandos
para cada dominio WW. Estos datos nos sirvieron de base para posteriormente probar

esas interacciones por doble h’brido en levaduras.

Por otro lado y a partir del trabajo de Minning et al., analizamos c—mo var’an a lo
largo del ciclo de vida, los ARNm de los genes de nuestro interZs. Este trabajo es de gran
relevancia ya que los resultados all’ obtenidos, confirmaron que el partsito regula en
forma estad’o espec’fica las abundancias de los ARNm Osteady stateO de una gran
proporci—n de sus genes. Agrupamos los perfiles en base a aqgellos que muestran una
diferencia significativa al transitar de la forma infectiva de invertebrados, tripomastigote
metac’clico, a la de vertebrados, tripomastigote. De esta forma identificamos que WWQ09
aumenta significativamente al infectar el huZsped vertebrado, respecto a las formas de
invertebrados. Consideramos este resultado de suma relevancia para profundizar en el
antlisis de esta prote’'na, en este trabajo y en futuros, ya que ubica a WWO09 como la
cenica prote’na con dominio WW del genoma, cuya expresi—n se raga positivamente en
la transici—n entre estos estad’os hacia el huZsped vertebrado Del mismo modo, PL466 y
PL675 tambiZn aumentan significativamente los niveles de sus ARNm al pasar de
tripomastigote metac’clico a tripomastigote, aunque estos niveles no son
significativamente distintos a los de epimastigotes. Sin embargo, se observa un aumento
significativo respecto al resto de los estad’os al cambiar a la morfolog’a de amastigote.
Por consiguiente, inferimos que ambas prote’nas tambiZn merecen un antlisis mis

profundo en trabajos futuros.
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A continuaci—n iniciamos la bcesqueda de interacciones entrdas prote’nas con
dominios WW vy las prote’nas con motivos prolina descriptas en este trabajo. Ensayamos
la especificidad de las TcZFP2 por otros ligandos de tipo | y en total, de tres grupos de
dominios WW (1 y 1I/1ll) por dos tipos de ligandos ricos en prolina (tipo I, PPXY vy tipo I,
PPPLP). Incluimos 6 prote’nas que contabilizan un total de 17 dominios y 5 motivos
prolina. En los ensayos realizados bajo sistema doble h’brido en levaduras, evaluando el
reportero His3 en presencia de 3AT y por doble h’brido reverso, evaluando el reportero
Ura3 en 0.2% 5-FOA, no pudimos identificar pares de interacci—n. Por esa raz—n incluimos
un control heter—logo de levaduras. RSP5, prote’na de mceltiples funciones en
Saccharomyces cerevisiae, se dispone como un concentrador en la red multiproteica de
prote’nas WW, al interaccionar con 124 prote’nas a travZs de sus 3 dominios WW de
grupo | (Hesselberth et al., 2006). Luego de ensayar con todos los motivos PPXY y con un
PPPLP, obtuvimos un resultado positivo con la prote’na PY293. Esta interacci—n se
caracteriz— como fuerte al observar crecimiento acen en presencia dena concentraci—n
de inhibidor 3AT 50mM. En consecuencia, podemos concluir que la presencia de un
dominio WW de grupo | de Rsp5, es condici—n suficiente paraque se produzca interacci—n
con el motivo PPPY de la prote’'na PY293 de T. cruzi. Por lo tanto, los resultados

obtenidos son vilidos bajo el sistema empleado.

Una conclusi—n muy importante es que las predicciones in sico no tuvieron un
buen correlato en la validaci—n experimental, enfatizando lanecesidad de las validaciones
experimentales de las aproximaciones bioinformiticas. En el plano de los resultados en
contexto biol—gico, es importante notar que los dominiosWW, al menos en T. cruzi,
presentan una especificidad de sustrato mucho mis restringida que lo inicialmente
esperado por datos bibliogrificos previos en otros organismos. De este modo, dominios
WW clasificados grupo | (TcZFP2) interaccionan con motivos prolinas PPXY de TcZFP1,
pero no lo hacen con el mismo motivo predicho in s’lico de otras prote’nas del parisito,
como ser PY293 y PY490. Excluimos un problema espacial en el cual el motivo prolina no
sea visible para el WW en nuestro sistema, puesto que PY293 se demostr— que
interacciona con el WW de RSP5. Asimismo, un motivo prolina PPXY probado, como el
presente en TcZFP1b, no fue capaz de interaccionar con dominios WW predichos in s’lico

como pertenecientes al grupo 1.

Queda pendiente el antlisis del grupo IV, integrado por WW14, WW16 y WW21. Si
bien hab’amos seleccionado en un principio la prote’na WW21, qued— descartada luego

de varios intentos de clonarla. Ademits no se pudieron rastrear en el genoma de T. cruzi,
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motivos prolina de tipo 4, debido a la condici—n de ser ds candidatos fosforilables
(Phospho-S/T)P.

Como primer prueba de concepto inferimos entonces, que el tipo de red de
interacciones WW - motivos prolina de T. cruzi presentar’a una astringencia mucho mayor
respecto a la selecci—n del blanco, a diferencia de humanos ylevaduras (Ingham et al.,
2005; Hesselberth et al., 2006). Ademits, enfatizamos la necesidad de la validaci—n
experimental de la aproximaci—n bioinformitica, y proponemos elabordaje directo en el

parfsito in vivo para encontrar los blancos candidatos de las prote’nas WW de T. cruzi.
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Prote’nas TcZFP como modelo de prote’nas con dominios WW y

dominios de uni—n a ARN: putativos blancos de drogas.
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INTRODUCCION

Las prote’nas TcZFP1b y TcZFP2a son dos prote’nas peque—as de Trypanosoma
cruzi, TcZFP1b tiene 125 aminotcidos y es una parflago exclusivo de T. cruzi, mientras
que TcZFP2a tiene 139 aminofcidos y es comoen en los tritryps. TcZFP2a interactoea con
TcZFP1b fuertemente en ensayos de Y2H (yeast two-hybrid), pero por antlisis RT PCR se
mostr— que ambas prote’nas no se expresan en el mismo estadio, TZFP1b y TcZFP2a
siendo respectivamente tripomastigotes y amastigotes especificas (Caro et al., 2005).

El ciclo de vida de los tripanosomas alterna entre un huZsped mam’fero y un vector
invertebrado. La adaptaci—n a estos dos entornos dispares rguiere un control del ajuste
temporal de la expresi—n gZnica y cambios significativos en Ie patrones de expresi—n de
varios genes. Cabe destacar que toda esta regulaci—n se prodge a nivel post-
transcripcional (Tyler y Engman, 2001; Matthews et al., 2004).

Varios factores que actoean entrans (trans-acting proteins) fueron identificados
interviniendo en estos procesos, como prote’nas que contienen motivos RRM (RNA
recognition motif), las prote’nas PUF y prote’nas que contienen CCCH, en general
comprende un grupo conocido como RPBs (Prote’nas de uni—n a ARN) (Kramer y
Carrington, 2011).

Las RBPs han demostrado que regulan la abundancia de ARNmM en los
tripanosomas a travZs de una serie de secuencias en cis, en particular los elementos
ricos en AU (AREs) y RRMs y UGUR en las prote’nas PUF, ambos tipos de secuencias
presentes en el extremo 3' de las transcriptos (Vazquez, 2007; Kramer y Carrington,
2011).

El antlisis de todo el genoma de estas prote’'nas en los TriTryps (Leishmania
major, Trypanosoma brucei y Trypanosoma cruzi) mostraron que contienen entre 75 (T.
brucei) y 139 (T. cruzi) tipos de prote’nas con motivos RRM.

TambiZn contienen 10 prote’nas PUF distintas y entre 48 y 54 prote’nas de tipo
CCCH codificadas en sus genomas.

La mayor’a de las prote’nas tipo CCCH son exclusivas de la TriTryps y comparten
un noecleo de 39 prote’nas en comeen, con las diferencias yasea debido a la pZrdida o
ganancia de un solo gen, por la duplicaci—n de genes.

Un importante conjunto de prote’nas de tipo CCCH fue estudiado previamente en T.
brucei y T. cruzi: las TbZFPs y TcZFPs.
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TbZFPs son un grupo de dos peque—as prote'nas, TbZFP1 (101 residuos) y
TbZFP2 (139 residuos), implicado en la regulaci—n de la morfoghesis y la diferenciaci—n
en T. brucei. TbZFP2 tambiZn contiene un dominio WW caracter’stico de las interacciones
prote’na-prote’'na con motivos ricos en prolina. Ensayos genZticos de perturbaci—n
proporcionaron evidencia de que los dos TbhZFPs pueden regular la diferenciaci—n y la
morfogZnesis en T. brucei. La sobreexpresi—n de ThZFP2 gener— una extensi—n posterior
del corsZ de microtcebulos, un mecanismo responsable del reposicionameénto del
kinetoplasto durante la diferenciaci—n(Hendriks et al., 2001; Matthews et al., 2004; Souza,
2009) y la disminuci—n de la expresi—n de TbZFP2 mediada por ARNle interferencia
comprometi— seriamente la diferenciaci—n desde las formas sangugas a la forma
proc’clica. TambiZn se demostr— que la expresi—n de TbZFP1 aumenta con la
diferenciaci—n a la forma proc’clica.

Recientemente, un nuevo TbZFP se ha descrito, TbZFP3 (con dominios CCCH y
WW), que promueve el desarrollo entre las etapas del ciclo de vida de T. brucei. La
expresi—n ect—pica de TbZFP3 en la etapa del vector invertebdo del parfsito produce
formas alargadas (fenotipo de la boquilla) t')pico de la diferenciaci—n inducida, mientras
gue la expresi—n ect—pica en la etapa sangu’nea promueve ldiferenciaci—n regulando de
manera positiva la expresi—n de la prote’na prociclina EP(Paterou et al., 2006).

En T. cruzi, cuatro TcZFPs fueron descriptas, TcZFPla, TcZFP1lb, TcZFP2a y
TcZFP2b. Las TcZFP1 son prote’'nas que presentan motivos CCCH y motivos ricos en
prolina y las prote'nas TcZFP2 presentan un motivo CCCH y un dominio WW.
Curiosamente, las TcZFP2s participan en las interacciones prote’na-prote’na con TcZFP1s
a travZs del dominio WW, y el motivo rico en prolina, respectivamente. Otra cosa
interesante a observar es que TcZFP1lb es T. cruzi espec’fica debido a un evento de
duplicaci—n de genes parcial que conserva la parte del ncecle@entral de la prote’na
TcZFPlay divergen en las partes N-y C-terminal de la prote’na (Caro et al., 2005).

Las diferentes TcZFPs se expresan en diferentes etapas del ciclo de vida, lo que
permitira una modularizaci—n de las interacciones prote’na-proé’'na y se propone que, a
su vez, esto podra permitir el control de la expresi—n de cohorés de genes distintos en
las diferentes etapas del ciclo de vida en una forma de regulaci—n similar a los operones
post-transcripcional (Paterou et al., 2006).

En esta parte de la tesis, centramos nuestra atenci—n en TcZFPb, la prote’na
espec’fica de T. cruzi, y en TcZFP2a. Demostramos anteriormente que el ARNm de

TcZFP1b no se detecta en epimastigotes (estad’o en insectos) y s—Ilo fue detectable en
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tripomastigotes (estad’o sangu’neo en mam’feros). En cambio, demostramos en trabajos
previos que TcZFP2a solo se detecta en amastigotes. En consecuencia, ya que ninguna
de las 2 prote’nas se detectan en epimastigotes, pensamos que a travZs del antlisis de la

expresi—n ect—pica en epimastigotes podramos proponer un abdaje a la funci—n

desconocida de estas prote’nas.
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RESULTADOS

1. Antlisis de la especificidad de los dominios WW de T  cZF2ay TcZFP2b

El objetivo de esta secci—n es profundizar mediante el sistemade Y2H ProQuest?
de Invitrogen?, la especificidad de los dominios WW de las TcZFPs en Trypanosoma
cruzi. Esto se realiz— evaluando la interacci—n de TcZFP2a y TcZFP2lpor su prote’na
blanco TcZFP1b en distintas condiciones. En Caro et al. 2005 se describi— la interacci—n
entre las prote’nas dedos de zinc de T. cruzi, TcZFP2a, TcZFP2b, TcZFP1b y TcZFP1a.
Las TcZFP2 son prote’'nas que ademis de poseer el motivo dedos de zinc en el extremo
C- terminal, poseen hacia el N-terminal un dominio WW de grupo 1. En cambio, las
prote’nas TcZFP1 poseen el motivo dedos de zinc hacia el extremo N-terminal, y hacia el
C-terminal dos motivos ricos en prolina de tipo | en tfndem, primero uno de secuencia
PPPYP y luego PPAYP (Fig. IV.1).

Partiendo del hecho que la interacci—n entre TcZFP2a y TcZFPD con TcZFP1b se
estabiliza a travZs del dominio WW (Caro et al., 2005), se analiz— si los dos motivos ricos
en prolina presentes en TcZFP1lb, y en particular la tirosina conservada que los
caracteriza como tipo |, son esenciales para que se establezcan las interacciones. Con
ese objetivo se plante— la construcci—n de mutantes para cadano de los motivos ricos en
prolina. Por un lado se dise— una construcci—n en la que elminotcido tirosina del primer
motivo (PPPYP), se reemplaz— por una alanina. A esta construcci—n la @hominamos
BOX1 (Fig. 111.2). Por otro lado se construy— una mutante en laque la tirosina del segundo
motivo (PPAYP) fue mutada por una alanina, BOX2 (Fig. IIl.3). Las construcciones se
realizaron por Soeing-PCR. Luego, se realizaron los ensayos de interacci—n a travZs de
los reporteros His3, en medio LWH7/3AT 25Mm, y Ura3 en medio LW/0.2% 5-FOA del
sistema ProQuest. De esta forma se pone a prueba la posibilidad de que los motivos sean

esenciales o no para la interacci—n.

164



Figura IV.1: Esquemas de las prote’nas dedos de zincd e T. cruzi. A) Esquema de TcZFP2a,
se representa su dominio WW de grupo | y el dominio dedos de zinc. B) Esquema de TcZFP2b,
posee un dominio WW de grupo | y un dominio dedos de zinc. C) Esquema de TcZFPla, se

muestra el dominio dedos de zinc y los dos motivos ricos en prolina de tipo | (PPPYP y PPAYP).
D) Esquema de TcZFP1b, con el dominio dedos de zinc y los dos motivos ricos en prolina de tipo |

(PPPYP y PPAYP).
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Figura IV.2: Alineamientos de las secuencias obtenida s del clonado de BOX1 con la
secuencia de TcZFP1lb. Arriba, alineamiento de las secuencias nucleot'dicas. Abajo,
alineamiento de las secuencias aminoac’dicas, producto de la traducci—n en el marco de lectura
+1. Con un recuadro se detalla el cambio del aminoztcido tirosina (Y) por una alanina (A).

Figura IV.3: Alineamientos de las secuencias obtenida s del clonado de BOX2 con la
secuencia de TcZFP1lb. Arriba, alineamiento de las secuencias nucleot'dicas. Abajo,
alineamiento de las secuencias aminoac’'dicas, producto de la traducci—n en el marco de lectura
+1. Con un recuadro se detalla el cambio del amino%cido tirosina (Y) por una alanina (A). En la

misma figura se ve la primera caja de prolinas sin cambios.

a) Antlisis de la interacci—n con BOX1 (primer motivod e TcZFP1b mutado por

PPPAP)

Los resultados obtenidos se detallan en la figura 1V.4, donde se puede ver que las
levaduras transformadas con las construcciones BOX1/TcZFP2a y BOX1/TcZFP2b no son
capaces de crecer en medio LWH- 3AT 25mM (Figura 1V.4a). Esto indica que la interacci—n
entre TcZFP2a y TcZFP1b, y TcZFP2b y TcZF1b, se anula al reemplazar la tirosina del
primer motivo rico en prolinas tipo | de TcZFP1b por una alanina. En consecuencia, la
alteraci—n de la tirosina que caracteriza al primer motivo, es cadici—n suficiente para que
se anule la interacci—n con el dominio WW de grupo |. Esto 1 puede ser revertido por la
presencia del segundo motivo de prolinas. En el medio LW/ 0.2% 5-FOA (Fig. 1V.4b), la

ausencia de interacci—n se evidencia por el crecimiento de las lgaduras.
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Se estriaron en ambas placas los controles positivos TcZFP1b-TcZFP2a, TcZFP1b-
TcZFP2b y D, y el control negativo A. Teniendo en cuenta este resultado, el primer motivo
es esencial para que se establezcan las interacciones TcZFP2b-TcZFP1b y TcZFP2a-
TcZFP1b.

Figura IV.4 : Ensayo de las interacciones TcZFP2a/TcZFP2b con TcZF1b-B  OX1, a travZs de
los reporteros His3 y Ura3. a) placa LWH/3AT 25mM y b) LW- 0,2% 5-Foa. En ambas placas se
puso a prueba la interacci—n en las levaduras transformadas conpDEST222/TcZFP2a o
pDEST?222/TcZFP2b y pPC97/BOXL1. La estra D se utiliz— como control positivo, junto con los
clones TcZFP1b-TcZFP2a, TcZFP1b-TcZFP2b, y la A de control negativo

b) Antlisis de la interacci—n con BOX 2 (segundo motiv. o de TcZFP1b mutado
por PPAAP)

En esta parte se ensay— la especificidad de la interacci—n de$ dominios WW de
TcZFP2a y TcZFP2b con el segundo motivo rico en prolinas (PPAYP) de TcZFP1b. Las
levaduras conteniendo los plfsmidos pDEST22/TcZFP2a y pPC97/BOX2 por un lado, y
pDESTa22/TcZFP2b con pPC97/BOX2 por otro, se estriaron en el medio SCLWH/3AT
25mM por duplicado (clon 1 y 2 de cada par a evaluar). Se incluyeron los
correspondientes controles positivos TcZFP1b-TcZFP2a, TcZFP1b-TcZFP2b y E, y el
control negativo A (Fig. IV.5). Sorprendentemente, la modificaci—n de este segundo motivo
no anul— la capacidad de TcZFP1b de interaccionar con TcZFP2a por el contrario la
interacci—n con TcZFP2b se vio interrumpida (Fig. 1V.5a). En la ifyura IV.5b se observan

los resultados congruentes obtenidos para el reportero Ura3, por doble h’brido reverso.
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Para analizar con mayor astringencia los resultados de interacci—n obtenidos para
BOX2-TcZFP2a, se estriaron nuevamente los dos clones, en una concentraci—n mayor del
inhibidor 3AT (50mM). Nuevamente se obtuvo un crecimiento comparable con el del
control positivo TcZFP1b-TcZFP2a (Fig. IV.6a). Se concluye que la interacci—n entre
TcZFP2ay TcZFP1b, se puede estabilizar acen en ausencia delsegundo motivo y contincea

siendo de carifcter fuerte.

Figura IV.5: Ensayo de las interacciones TcZFP2a/TcZFP2b con TcZF1b-B  OX2, a travZs de
los reporteros His3 y Ura3. a) placa LWH/3AT 25mM y b) LW- 0,2% 5-Foa. En ambas placas se
puso a prueba la interacci—n en las levaduras transformadas con pDEST222/TcZFP2a o
pDEST322/TcZFP2b y pPC97/BOX2. La estra E se utiliz— de control positivo, junto con los
clones TcZFP1b-TcZFP2a, TcZFP1b-TcZFP2b, y la A de control negativo.

Las levaduras BOX2-TcZFP2b se estriaron en una concentraci—n de 3A menor
(15mM) para analizar si se trataba de una interacci—n dZbil. Est arroj— el mismo resultado
que en 25mM (Fig. IV.6b). Por lo tanto, se puede concluir que no se trata de una
interacci—n dZbil, la que podr’a perderse en 25mM de inhibdor 3AT, si no que el contacto
entre estas dos prote'nas se vio interrumpido debido a la modificaci—n del segundo
motivo. Queda por lo tanto inferir que en la interacci—nTcZFP1b-TcZFP2b es esencial la

participaci—n de ambos motivos en conjunto, para que la misma seestablezca.
TcZFP2ay TcZFP2b

Finalmente analizamos la capacidad de los dominios WW ya probados de grupo 1

de las ZFP2, de interaccionar con otros motivos PPXY. Levaduras transformadas con
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Figura IV.6: Ensayo de las interacciones TcZFP2a/TcZFP2 b con TcZF1b-BOX2, a travZs del
reportero His3. a) placa LWH/3AT 50 Mm donde se evalu— la fuerza de la interacci—n TcZFR2
BOX2. b) placa LWH/3AT 15mM. La estr'a E sirvi— de control positivo, junto con Is clones de
TcZFP1b-TcZFP2a, TcZFP1b-TcZFP2b, y la A de control negativo.

TcZFP2a 'y TcZFP2b en cada caso, fueron ensayadas con los clones PY490 y PY293. En
la figura IV.7 se observa ausencia de crecimiento para todos los clones ensayados,
concluyendo que la especificidad de los dominios WW de las ZFP2 es alta, ya que hasta
el momento solo es capaz de interaccionar con sus ligandos espec’ficos las ZFP1 y no

con otras prote’nas con los mismos motivos.

Figura IV.7: Ensayo de las interacciones con las prote’  nas TcZFP2ay TcZFP2b, a travZs del
reportero His3. Placa SCLWH/3AT 15mM donde se puso a prueba la interacci—n con los motivos
PPXY de PY490 y PY293.
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Las interacciones evaluadas, en ambas configuraciones (AD/DB) y a distintos

niveles de inhibidor (3AT), resultaron ser negativas bajo el sistema empleado.

2. Abordaje a la funci—n de las TcZFPs mediante sobree xpresi—n ect—pica de
TcZFP1b y TcZFP2a en epimastigotes

Los intentos iniciales que realizamos en esta tesis de transfecci—n de epimastigotes
con TcZFP1b mediante el uso de vectores de expresi—n no regulads tales como pTREX
(Vazquez y Levin, 1999b; Lorenzi et al., 2003) no tuvieron Zxito para la selecci—n de
poblaciones transgZnicas estables. De hecho, los parisitos dejan de dividirse dos
semanas despuZs de la transfecci—n y mueren de forma sistemitica dspuZs de varios
intentos. Las transfecciones fueron repetidas al menos cuatro veces con resultados
idZnticos (datos no mostrados). La inspecci—n visual mostr— varias tdlas monstruo
(fenotipo aberrante con meeltiples flagelos y mceltiples ndeos y kinetoplastos) pocos d’'as
antes de que los partsitos murieran (dato no mostrado). En cambio, la transfecci—n con
genes no relacionados, como eGFP u otros genes de T. cruzi fueron exitosos
(Westergaard et al., 2010).

Por el contrario los partsitos transfectados con TcZFP2a con el vector de expresi—n
PpTREXGW mostraron un crecimiento normal, aunque aparecieron algunas formas
anormales. La inspecci—n visual de los fenotipos, mostr— flage$ excesivamente largos,
en algunos fenotipos similares a los encontrados en epimastigotes knock-out para el gen
TcGP72 (Cooper et al., 1993; de Jesus et al., 1993) (Fig. IV.8). Ver Discusi—n.

Figura 1V.8: Sobreexpresi—n de GFP-TcZFP2a usando el vec tor pTREXGW.

170



Por lo tanto, se decidi— clonar los genes de HisG-TcZFP1b,GFP-TcZFP1b, GFP-
TcZFP2a y de eGFP como gen control en el vector inducible por tetraciclinas pTcINDEX
(Taylor y Kelly, 2006)(Fig. 1V.9a). DespuZs de la transfecci—n de epimastigotes ercultivo y

la selecci—n clonal de las cepas, los partsitos pudieron crecemormalmente en ausencia

Figura IV.9: Sobreexpresi—n inducible de TcZFP1 en epi mastigotes.
A: Panel superior, representaci—n esquemitica de pTcINDEX con el sitio de clonacirmceeltiple
utilizado para introducir los genes eGFP, GFPZFP2a, GFPZFP1b e HisGZFP1b. ElI eGFP fue
utilizado como un control para comprobar la sobreexpresi—n y latdiga. B: Panel izquierdo, prueba
de la sobreexpresi—n de GFP mediante microscop’a confocal. Los resultados no mostraron fuga
en el control (no inducida) y si mostraron una inducci—n fuerte despuZs de la adici—n de
tetraciclina (inducido). Panel de la derecha, Ila confirmaci—n por Western blot de la
sobreexpresi—n de TcZFP1b utilizando un antisuero espec’fico paraTcZFP1b hecho en rat—n. La

especificidad de los anticuerpos fue probado contra una prote’na recombinante HisG-TcZFP1b
producida en bacterias.
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de inducci—n por tetraciclinas.

El antlisis visual de la expresi—n inducida de genes y laposible inducci—n basal,
fuga, del sistema se realiz— mediante microscop’a confocal para eG-P y por Western blot
para TcZFP1b. Los resultados mostraron niveles elevados de expresi—n en los parisitos
inducidos, mientras que el sistema no mostr— fuga, medida a loscuatro d’as (Fig. 1V.9b).

DespuZs de la adici—n de tetraciclina para inducir la exprei—n de genes, los
parisitos transgZnicos con eGFP continuaron el crecimiento normal durante seis d’'as
antes de llegar a una meseta. Lo mismo ocurri— con los transfetados con GFP-TcZFP2a ,
aunque sistemifticamente mostraron una leve disminuci—n del crecimieto que no les
impidi— llegar hasta la saturaci—n (Fig. IV.10). Por el corgrio, los partsitos transgZnicos
con TcZFP1b y GFP-TcZFP1b mostraron una marcada disminuci—n del neemerde cZlulas
al d'a tres post-inducci—n, y con el tiempo dejaron de dividrse al cuarto d’a, y murieron en
el d’a seis post-inducci—n con tetraciclina (Fig. 1V.10).

El control de partsitos TcZFP1lb sin la adici—n de tetraciclina siguieron su

crecimiento normal hasta llegar a una meseta a partir del sexto d’a (Fig. IV.10).

Figura IV.10: Curvas de crecimiento de epimastigotes tra  nsfectados con pTcINDEX + eGFP,
GFPTcZFP2a, GFPTcZFP1b e HisGTcZFP1b
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El antlisis de la expresi—n inducida de GFP-TcZFP2a en las nemas muestras fue
confirmada por microscop’a confocal, inmunofluorescencia indirecta y Western Blot
utilizando anticuerpos policlonales anti-TcZFP2a hechos en rat—n (Fig. V.8 y IV.11). Los
resultados mostraron que TcZFP2a fue altamente expresado en la inducci—n y que la

prote’na se distribuye en el citoplasma excluyendo el ncecleo y & kinetoplasto.
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Figura IV.11: La sobreexpresi—n inducida con tetracicl  ina de GFP-TcZFP2a es detectada
tanto con sus anticuerpos espec’ficos como con el anticu erpo antiGFP.

CZlulas monstruo en I'neas celulares transgZnicas con TcZFP1b arrestan a

los partsitos en la citocinesis y la fase G2 del ciclo celular.

CZlulas monstruo se hicieron evidentes en el cultivo de epimastigotes transgZnicos
con TcZFP1b tanto en la sobreexpresi—n con el vector pTREXGW comoa partir de la
inducci—n con tetraciclina con el vector inducible pTcINDEX.

La inspecci—n por microscop’a confocal mostr— que los epimastiges fueron
arrestados en una primera etapa de citocinesis. Los parisitos presentaron dos flagelos,

pero no hubo una divisi—n citoplasmitica, mientras que los @rfsitos control mostraban
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Figura IV. 12: CZlulas monstruo aparecen despuZs de | a sobreexpresi—n de TcZFP1b:

A) Microfotograf'as confocales de epimastigotes transfectados con pTREXGW utilizando el
anticuerpo espec’fico antitubulina (Anticuerpo anti-rat—n conjgado a Alexa Fluor 488).

B) Microfotograf’as confocales de epimastigotes transfectados con pTREXGW utilizando la tinci—n
nuclear con ioduro de Propidio (IP) para la detecci—n del ADN. Los controles y
sobreexpresantes se mezclaron 50:50 en un mismo preparado para su visualizaci—n conjunta y
comparaci—n

C) Microfotograf'as confocales de epimastigotes transfectados con pTcINDEX e inducidos con
tetraciclina detectatos utilizando el anticuerpo espec’fico antiTcZFP1b (Anticuerpo anti-rat—n
conjugado a Alexa Fluor 488) y tinci—n nuclear con DAPI.

dos flagelos en orientaci—n opuesta y siguieron con los psos finales de la divisi—n celular
(inmunofluorescencia indirecta con anti-tubulina, Fig. IV.12a). Mediante el uso de la tinci—n
con ioduro de propidio para el ADN, se vio claramente que las cZlulas monstruo tambiZn
contiene dos ncecleos y dos kinetoplastos (contenido 2N2K) (tinci-r-Pl, Fig. 1V.12b)

Esto fue confirmado en el antlisis por citometr'a de flujo por fluorescencia (FACS)
en cZlulas control y en las cZlulas inducidas (Fig. IV.13). Un mayor ncemero de cZlulas
dejaron G1 para entrar y quedarse detenidas en G2/M en las cZlulas inducidas con
respecto al control, incluso un ncemero considerable de cZlulas pesentaron un contenido
4N en comparaci—n con el control. La tinci—n con DAPI del ADNallas mismas muestras
confirmaron los meeltiples ncecleos y kinetoplastos en las cidlas con flagelos meeltiples (por
lo menos cuatro flagelos se pudieron ver en las fotos) (Fig. IV.13b).

Las fenotipos de las cZlulas monstruo eran casi idZnticos a los obtenidos mediante
el tratamiento de epimastigotes con taxol (un agente antitumoral y estabilizador de los
microtoebulos) (Baum et al., 1981). Este hecho fue un fuerte indicador de que la
sobreexpresi—n de TcZFP1lb llev— a una detenci—n de la citocsie similar a la del
tratamiento con taxol.

El anitlisis de la expresi—n inducida de TcZFP1lb en las mismasmuestras fue
confirmada por microscop’a confocal e inmunofluorescencia indirecta utilizando
anticuerpos policlonales anti-TcZFP1b hechos en rat—n (ver MZidos). Los resultados
mostraron que TcZFP1b fue altamente expresado en la inducci—n yque la prote’na se
distribuye en forma de part’culas en el citoplasma excluyendo el ncecleo y el kinetoplasto
(Fig. 12C).

Para obtener informaci—n sobre la detenci—n del ciclo celulanducido, se realiz—
microscop’a electr—nica de transmisi—n (TEM) en las muestras inducidasa expresar
TcZFP1b. Las microfotografas mostraron, como era de esperar, mts de un ncecleo y
kinetoplasto por cZlula y tambiZn mostraron evidencia de mits de un flagelo (Fig. IV.14).
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Figura IV.13: Antlisis de citometr'a de flujo por fluor escencia (FACS) y contenido de ADN
en las cZlulas monstruo. A) FACS: Panel superior: antlisis de histograma de epimastigotes
control e inducidos. Panel inferior: antlisis por grifico de puntos en dos dimensiones de los
hitogramas que se muestran arriba. Sobre cada pico se se—alan los niveles de ploidia. Las cZlulas
sobreexpresando TcZFP1b fueron fijadas a 60 hs post-inducci—n..B) Antlisis por microscop’a
confocal de fluorescencia de las muestras de FACS. Panel izquierdo muestra las cZlulas en
divisi—n normal, Panel derecho muestra las cZlulas arrestadas en laitocinesis.

Curiosamente, se han detectado casos con dos kinetoplastos y cuatro cuerpos
basales (asterisco en la figura IV.14B), sugiriendo la duplicaci—n del cuerpo basal, sin la
duplicaci—n del kinetoplasto, lo que indica el comienzo deuna nueva ronda de divisi—n
celular sin citocinesis. Otra cosa interesante a observar es la distribuci—n de la cromatina
en el ncecleo. La concentraci—n de la cromatina en grinulosehsos en la periferia nuclear
es indicativo de que las cZlulas esttn en la fase G2 del ciclo celular (Elias et al., 2009). La
gran mayor’a de las cZlulas mostr— esta particular distribuci—nedla cromatina (ver Cr en
la figura 1V.14).
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Figura IV.14: Epimastigotes monstruo arrestados en la fas e G2 del ciclo celular despuZs de

la sobreexpresi—n de TcZFP1lb. Seis imigenes de fenotipos monstruo obtenidas con un
Microscopio Electr—nico de Transmisi—QMET). N= Ncecleo, Nu = Nucleolo, K= kinetoplasto, FI=
Flagelo, Cr= Cromatina. Los asteriscos en la imtgen B resaltan la duplicaci—n del cuerpo basal.
Los grinulos densos en el noecleo indican la cromatina pegala a la envolutra y esto es indicativo
de la fase G2 del ciclo celular.
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Pirosecuenciaci—n del transcriptoma de parisitos que sobreexpresan
TcZFP1b

Para investigar los cambios globales en los perfiles de expresi—n entre las dos
condiciones, se realiz— un antlisis de ARNm con un pirosecuencidor 454-Roche
(Genome Analyzer FLX 454-ROCHE).

Se tomaron muestras por duplicado a las 70 horas post adici—A de tetraciclina
(inducido) o sin adici—n (Control) (Fig. IV.15A).

El ARNm pirosecuenciado produjo un total de 233.310 lecturas para el Control y
206.703 lecturas para el inducido. Las lecturas asignadas inequ’vocamente (Unique read
counts) para el antlisis de la expresi—n cuantitativa fueron95.792 y 107.111 por cada
duplicado del control, mientras que 73.490 y 112.570 fueron asignadas inequ’vocamente
para los inducidos (Fig. 1V.15C). Un total de 30.407 y 20.643 lecturas no pudieron
asignarse inequ’'vocamente para el control y los inducidos, respectivamente.

onicamente las lecturas asignadas se normalizaron por la profundidad y longitud
de los genes, como se indica en la secci—n MZtodos. Como un cotrol esttndar interno, se
midieron los cambios en la expresi—n gZnica de TcZFP1b despuZsde la inducci—n, as’
como la de TcZFP1la no inducida. Se confirm— que TcZFP1b present-4n aumento de 126
veces (126X) post-inducci—n respecto al control sin inducir mientrasque la expresi—n
TcZFPla fue baja y no present— cambios (Fig. 1V.15B). Es impornte destacar que se
confirm— que la fuga (inducci—n basal sin el agregado de tedciclina) del vector inducible
pTcINDEX fue muy baja o inexistente.

Para analizar la cobertura y el sesgo en la pirosecuenciaci—n @l ARNm en el
secuenciador 454, se utilizaron tres genes diferentes 1) el control interno TcZFP1b (378
b), un gen regulado negativamente (alfa tubulina, 1318b), y un gen regulado
positivamente (prolina racemasa, 1065b) (Fig. IV.16). La cobertura fue muy buena en
todos los casos como se espera para las lecturas de secuencias largas de la tecnolog’a
de 454, incluso en genes expresados de manera media-baja (prolina racemasa en el
control) (Fig. IV.16). La cobertura presenta un peque—o sesgo hacia el extremo 3', que
tambiZn es esperable para esta metodolog’a, aunque menor, debido a que se realiz— la
fragmentaci—n directa del ARNm en lugar de fragmentar el cDNA (Torres et al., 2008;
Wang et al., 2009)(Fig. 1V.16).
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Figura IV.15: Perfil del transcriptoma y mZtricas. A) Curva de crecimiento de epimastigotes
transfectados con pTcINDEX + TcZFP1b, control e inducidos con tetraciclina. La flecha indica el
momento donde se tomaron las muestras secuenciadas. B) Cantidad de lecturas obtenidas de los
ARNm de TcZFP1b secuenciados para parasitos control vs. inducidos. TcZFPla end—geno, no
inducido, se muestra con fines comparativos C) MZtricas del mapeo contra la referencia del total
de lecturas obtenidas por la pirosecuenciaci—n 454 para ca@d uno de las replicas control e
inducidas. Lecturas cenicas 1 y 2 se refieren a las lecturas @& los duplicados biol—gicos. Las
lecturas no mapeadas se reportan como las totales para esa condici—h.

Figura IV.16: Perfil del transcriptoma de cZlulas induc  idas versus control (no inducidas) de
epimastigotes. Las lecturas normalizadas de las muestras de ARNm secuenciados tanto de los
parisitos control como de los inducidos fueron graficadas unas contra otras en escala logar'tmica.
Cada punto azul representa un gen distinto. Los genes con 5 o mis lecturas fueron graficados
(2737 genes). La I'nea roja representa el I'mite de los genes que estin regulados positivamente y
la I'nea verde de aquellos que estin regulados negativamente. Dos I'mites diferentes fueron
considerados como significativos. a) un cambio de 3 o0 mts en el rango de los 5 a 100 lecturas
cenicas, b) un cambio de 2 o mis en el rango de 100 a 1000lecturas cenicas. Un total de 112 genes
cambiaron su expresi—n teniendo en cuenta estos rangos.
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Para analizar los cambios globales, se establecieron un conjunto de reglas con el
fin de buscar los cambios mis destacados. En primer lugar, se filtr— el conjunto de datos
con el fin de conservar todos los genes con al menos cinco lecturas cenicas asignadas en
ambas condiciones. Esto produjo un conjunto de datos de 2737 genes para su antlisis.
Luego, se filtraron los genes con entre 10 y 100 lecturas cenicas que presentaron un
cambio de 3 veces o mis (+3X o mis). TambiZn se filtraron los genes con entre 100 y
1000 lecturas cenicas que presentaron un cambio de +2X o mis. [ esta manera, se
estableci— un conjunto de 112 genes que responden a loscriterios de regulaci—n por
encima del umbral (Fig. IV.17). En estas condiciones, un total de 73 genes se regularon de

forma positiva y 39 genes fueron regulados de manera negativa.
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Figura 1V.17: Perfil de expresi—n de los 15 genes mfs expresados en epimastigotes control

vs. inducidos. Los 15 genes mits expresados en la muestra de ARN control (no inducido) fueron
comparados con los expresados en la muestra de ARN inducido y se graficaron las lecturas
cenicas normalizadas. Una estrella por encima del nombre del ga& indica un cambio significativo en
los niveles de ARNm entre las dos muestras. Una estrella azul representa una regulaci—n negativa
y una estrella roja una regulaci—n positiva. Nombres similaresen la descripci—n indican genes
similares en los dos haplotipos de T. cruzi utilizados como referencia, esmeraldo y simil-
esmeraldo, de la cepa CL-Brener.

Genes regulados positivamente en epimastigotes inducid 0s versus control

Entre los 15 genes que mas se expresan en epimastigotes, la tirosina
aminotransferasa (TAT), la mucina TcMUGS vy el transportador de hexosa fueron genes
regulados de manera positiva, mientras que la tubulina alfa y prostaglandina F2alfa
sintasa fueron genes regulados negativamente (Fig. 1V.18). Curiosamente, los genes TAT,
qgue fueron los genes que se expresan en cuarto y octavo lugar en los epimastigotes
control, se convirtieron en los genes que se expresan de manera dominante, en primer y

segundo lugar, en epimastigotes inducidos (+3,6X veces) (Fig. 1V.18).
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Figura IV.18: Indice de cobertura de secuencias y pro  fundidad del transcriptoma.
A) Cobertura de TcZFP1lb y los SNPs detectados. Los SNPs estan indicados arriba y
corresponden a diferencias entre la cepa de T. cruzi CL-Brener (genoma de referencia) y la cepa
T. cruzi |, usada en este estudio; aa: aminofcidos, nt: nucle—tids; syn: sin—nimosB) Ejemplo de
la cobertura de un gen sobreexpresado. C) Ejemplo de la cobertura de un gen poco expresado.

Las lecturas mis oscuras indican direcci—n directa, las lecturasmas claras indican direcci—n
reversa.
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Entre los genes que cambian 3 veces su expresi—n en forma posiva (+3X),
podr'amos establecer cuatro categor’as diferentes de genes de acuerdo al rol que
desempe—an: 1) infectividad y diferenciaci—n, 2) metabolismo de carbohidratos, 3)
metabolismo de aminofcidos, 4) funci—n ribosomal y prote’nas fipotZticas (Fig. IV.19).
Curiosamente, los 20 genes dominantes en la regulaci—n pgitiva pertenecieron a las
categor’as de infectividad y diferenciaci—n y el metabolismo delos aminofcidos.

La categor’a infectividad y diferenciaci—n se compone con lade la familia de genes
de los trans-sialidasas, una familia compuesta de cientos de miembros, dispersos a lo
largo de todos los cromosomas (Frasch, 1994; Schenkman et al.,, 1994; Frasch, 2000;
Ratier et al., 2008), expresados diferencialmente en la superficie de tripomastigotes
(estadio sangu’neo) (Beucher y Norris, 2008; Jager et al., 2008). Cabe destacar que
varios pseudogenes similares a trans-sialidasas, tambiZn se expresaron y fueron
regulados positivamente. Los cambios en la expresi—n de losgenes miembros de la
superfamilia de las trans-sialidasas fueron de +35X a +3X (Fig. 1V.19).

Otro gen importante que fue regulado positivamente fue la prolina racemasa (+7,1X
veces), que se ha demostrado participa en la diferenciaci—n de ipomastigotes y mejora
la infectividad de las cZlulas huZsped (Fig. 1V.19) (Chamond et al., 2005; Buschiazzo et
al., 2006; Coutinho et al., 2009; Bryan y Norris, 2010).

La segunda categora mis importante fue el metabolismo de aminofcidos
representada por los genes de la aspartato aminotransferasa (citoplasmitica y
mitocondrial), la ligasa 2-amino-3-cetobutirato coenzima A y la tirosina aminotransferasa.
La regulaci—n positiva fue desde +13X a +3X veces. Los products de estos genes
participan en el catabolismo de aminotcidos. Curiosamente, el uso de fosfato de piridoxal
como cofactor y la cinasa de piridoxal fue uno de los genes regulados positivamente
(+11X veces). Otra correlaci—n de interZs fue la regulaci—n posi de un gen
transportador de aminofcidos (+4.4X veces).

La tercera categora mis importante se relaciona con el metabolismo de
carbohidratos. La fosfoenolpiruvato carboxiquinasa glicosomal (+5,3X veces) y la malato
deshidrogenasa (+5.5X veces) se sabe que contribuyen a la regeneraci—n de ATP en el
glicosoma (Cannata y Cazzulo, 1984b; Cannata y Cazzulo, 1984a). Por otra parte, la D-2-
hidroxi-fcido deshidrogenasa (+3,8X) estt involucrada en la conversi-A de lactato a
piruvato y la 2-hidroxi-3-oxopropionate reductasa (+4,4X) esta involucrada en el

metabolismo del glioxilato-dicarboxilato. El gen de la glicerato quinasa se regula
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Figura IV. 19: Genes regulados positivamente en parfs itos inducidos para expresar
TcZFP1b. Se grafic— el cambio (inducido vs. control) considerando solo aqudos genes que se
expresan mas de tres veces respecto al control (> +3X). Los genes regulados positivamente se
clasificaron usando diferentes colores como se indica en la leyenda. Para prote’nas hipoteticas se
indica el noemero de GeneDB.

positivamente por +7X veces y tambiZn esta relacionado con el metabolismo del glioxilato-
dicarboxilato (Fig. 1V.19). Estos procesos tambiZn estfn vinculados al metabolismo de la
glicina, serina, treonina, y se ha descripto que participan en el ciclo del glioxilato e
hidroxipiruvato (Visser y Opperdoes, 1980; Parsons, 2004; Aranda et al., 2006; Opperdoes
y Szikora, 2006).

Un subgrupo de genes relacionados con funciones ribosomales se regularon
positivamente, como las siguientes prote’nas ribosomales: el factor de elongaci—n-1
gamma (+6.6X veces), L14 (+3.1X veces) y L44 (+3X veces). Ademis, doce genes que
codifican para prote’nas hipotZticas se regularon positivamente desde 7X a 3X veces (Fig.
V.19).

Es importante se—alar que todos estos genes que se regularon positivamente no
estfn cerca unos de otros en el genoma. De hecho, se encuentran dispersos en

diferentes cromosomas en la mayor’a de los casos (Anexo 3).

Genes regulados negativamente en epimastigotes inducid 0s versus control

Entre los 15 primeros genes que se expresan menos en los partsitos inducidos
gue en el control, es importante mencionar que los tres genes que menos se expresan
estin: la alfa tubulina (-2,4 X veces) y dos genes de la sintasa de prostaglandina F2 alfa
(-2,6X y -2,5X veces) (Fig. IV.20). Curiosamente, se ha demostrado que la prostaglandina
F2 alfa (PGF2) se produce principalmente en parfsitos en ripida divisi—n (es decir,
epimastigotes) y es baja en las formas no replicativas o durante la fase estacionaria en
cultivo (Kubata et al., 2002; Dost et al., 2004). La regulaci—n negativa de PGF2 sintasa
correlaciona perfectamente con el hecho de que epimastigotes inducidos dejan de
dividirse debido a la detenci—n en la citocinesis (Fig. I1V.D-14).

Entre los genes que menos se expresan (-3X veces o menos), hemos establecido
tres categor’as diferentes de acuerdo a su rol: 1) prote’nas hipotZticas, 2) bios'ntesis de
tcidos grasos y 3) funciones mitocondriales (Fig. 1V.20). Las prote'nas hipotZticas

dominaron los genes regulados negativamente en epimastigotes inducidos y esto fue
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Figura IV.20: Genes regulados negativamente en parasi tos inducidos para expresar
TcZFP1b. Se grafico el cambio (inducido vs. control) considerando solo aquellos genes que se
expresan menos de tres veces respecto al control (> -3X). Los genes regulados negativamente
se clasificaron usando diferentes colores como se indica en la leyenda. Para prote’nas
hipoteticas se indica el noemero de GeneDB.
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dristicamente diferente de la situaci—n con los genes regulaos positivamente. Esto
impide un anilisis completo de las funciones de los genes regulados negativamente. Sin
embargo, las prote’nas conocidas reguladas negativamente estin implicadas en la
bios'ntesis de fcidos grasos, como la fcido graso elongasa (-9X veces) y la desaturasa
de fcidos grasos (-5X veces). Una regulaci—n negativa de las fmciones mitocondriales
podr’a sugerirse debido a que la subunidad beta de la ATPasa y la subunidad 1V de la
citocromo C estfn reguladas negativamente (-8X y -3,5X veces, respectivamente).

Otros genes regulados negativamente incluyen a la amastina (-12,7X veces), que
se sabe que estf regulado negativamente en tripomastigotes (Teixeira et al., 1994;
Coughlin et al., 2000), una permeasa de aminoifcidos (-7,9X veces), la histona H1 (-4,4X
veces), la prote’'na de uni—n a ARN mensajero UBP-2 (metabolismo deARNm, -3,1X
veces) (D'Orso y Frasch, 2002; De Gaudenzi et al., 2003; Hartmann et al., 2007; Jager et
al., 2007), y el componente de la varilla paraflagelar, PAR4 (-3X veces).

Para validar el anflisis de cuantificaci—n de los ARNm secu@ciados, se realiz— una
PCR cuantitativa de tiempo real sobre algunos genes seleccionados. Se eligieron tres
genes regulados positivamente (aspartato aminotransferasa citoplasmitica y mitocondrial,
y piridoxal kinasa), cuatro genes regulados negativamente (alfa tubulina, sintasa de PGF2,
subunidad beta de la ATPasa, y carboxipeptidase) y tres genes sin cambios (prote’na
ribosomal L35a, GAPDH, y la prote’na transportadora de grupos Acilo). La gPCR se
realiz— por triplicado para cada gen en el control y las mustras inducidas. Los resultados
obtenidos fueron coincidentes con los obtenidos por la secuenciaci—n de ARNm (Fig. IV.
21).
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Figura IV. 21: Validaci—n de la secuenciaci—n del A RNm por gPCR. Se us— laPCR en tiempo
real (qPCR) para validar los resultados obtenidos por secuenciaci—n en los genes seleccionados.
La gPCR se realiz— por triplicado para cada gen en el controly las muestras inducidas. AATc=
aspartato aminotransferasa citoplasmttica (Tc00.1047053503841.70), AATm= aspartato
aminotransferasa mitocondrial (Tc00.1047053510945.70), Pyrik= piridoxal kinasa
(Tc00.1047053507925.40), CPEP= carboxipeptidasa (Tc00.1047053504153.160), GAPDH=
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa , AcylCar= prote’'na transportadora de grupos Acilo
(Tc00.1047053511867.140), L35A= prote’na ribosomal L35a (Tc00.1047053506559.470) ,
PGF2A= sintasa de prostaglandina F2 alfa (Tc00.1047053507617.9) , ATUB= alfa tubulina
(Tc00.1047053411235.9), ATPase= subunidad beta de la ATPasa (Tc00.1047053509233.180).

AExisten motivos comunes en las regiones 3«<UTR de los A RNm que tuvieron

cambios en la expresi—n?

Para evaluar la presencia de motivos comunes en el 3' UTR del conjunto de datos
de los 112 genes regulados por encima del umbral, se seleccion— un intervalo fijo de 300
nt r'o abajo del cod—n de parada.

El antlisis bioinformttico se llev— a cabo como se describe ena secci—n MZtodos.
Se encontraron dos diferentes motivos de alta confianza en el conjunto de datos: H12-
arriba y H12-abajo (Fig. 1V.22A). ElI motivo H12-arriba se encontr—con una cobertura del
72% en el conjunto de datos de genes regulados positivamente y el 38% de los genes

regulados negativamente. EI motivo por H12-abajo se encontr—con una cobertura del
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89% en los genes regulados negativamente y el 27% de los genes regulados
positivamente. La significancia estad’stica se determin— median¢ la prueba de chi-
cuadrado comparando los motivos en contra de 115 grupos compuestos por 50
secuencias 3' UTR seleccionados al azar. Los resultados indicaron que el motivo H12-
arriba se puede encontrar por azar en el conjunto de datos con una cobertura del 45,49%
(p <0,01), mientras que H12-abajo se pudo encontrar al azar, con una cobertura del
45,37% (p <0,005). Por lo tanto, la aparici—n de H12-arribaen los genes regulados
negativamente y H12-abajo en los genes regulados positivamente no fueron al azar.

El motivo H12-arriba presenta un ncecleo de conservaci—n de UGuUxXxxXGx&G
mientras que H12-abajo fue elemento rico en AU (ARE) bien conservado (Di Noia et al.,
2000; Vazquez, 2007; Kramer y Carrington, 2011), con un conservado UXUAU central (Fig.
IV.22A). Ambos motivos pueden doblarse en las estructuras de tallo-bucle con los ncecleos
conservados expuestos en los bucles (Fig. IV22B).

La identificaci—n de la secuencia de motivos comunes en elARNm regulados
positiva y negativamente refuerza la idea de los posibles regulones post-transcripcionales
en T. cruzi.

El listado completo de las regiones 30OUTR de los genesregulados positiva y
negativamente se encuentra en la Tablas 1V.1-2, en donde se indica el GENEID, la

descripci—n y su posici—n respecto al cod—n stop.

Figura IV.22: Motivos comunes en el 3OUTR de los genes  regulados positivamente y
negativamente en los epimastigotes inducidos.

a) Motivos concenso encontrados en los genes regulados positivamente. b) Motivos concenso
encontrados en los genes regulados negativamente. Panel superior: la logo de secuencias
representativas del motivo. Panel medio: estructuras secundarias encontradas en ocho
secuencias seleccionadas representando el motivo encontrado, cada uno de sus identificadores
aenicos del ncemero de GeneDB debajo (http://tritrypdb.org). Reel inferior: Secuencias lineales de
las ocho secuencias seleccionadas con sus concensos. Los 30OUTR salccionados para h12-arriba
son: 504105.140, enolasa; 504147.30, prote’na hipotZtica, conservada; 505807.180, 2-hidroxi-3-
oxopropionato reductasa; 506211.70, prote’na de uni—n a AR; 506597.40, trans-sialidasa;
507185.40, trans-sialidasa (pseudogen); 08293.90, factor de elongaci—n 1-gamma (EF-1-gamma);
508441.20, fosphoenolpiruvato carboxikinasa glicosomal. Los 3®TR seleccionados para for h12-
abajo son: 467287.30, subunidad beta de la ATPasa; 506529.360, subunidad IV de la citocromo ¢
oxidasa; 508175.189, prote’na hipotZtica, conservada; 509541.4, componente de la barra
paraflagelar par4, putativo; 509747.80, prote’na hipotZtica, conservada; 510719.100, prote’na
hipotZtica, conservada; 511073.10, desaturasa de fcidos grasos; 511439.40, prote’na hipotZtica.
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Tabla IV.1: Presencia de los motivos h12-abajo enlos g  enes regulados negativamente.
Se indican el ID del gen, la descripci—n, la presencia del mdivo y la posici—n respectiva en el
30UTR. Las posiciones indican la distancia al cod—n stop.
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Tabla IV. 2: Presencia de los motivos h12-arriba en los genes regulados positivamente.
Se indican el ID del gen, la descripci—n, la presencia del mdivo y la posici—n respectiva en el
30UTR. Las posiciones indican la distancia al cod—n stop.
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DISCUSION

En esta parte del trabajo nos focalizamos en analizar si los motivos ricos en prolina
de TcZFP1b son esenciales para que se establezca la interacci—ncon los dominios WW
de TcZFP2ay TcZFP2b. Encontramos que la disrupci—n de la tirogia del primer motivo es
condici—n suficiente para anular la interacci—n con ambas prenas. En cambio, la
mutaci—n del segundo motivo interrumpe la interacci—n con TcZFP2bpero no con
TcZFP2a. Esto indica en primer lugar que la interacci—n de la TcZFP2 con TcZFP1b se
establece a travZs de la interfaz dominio WW B motivo prolira. Por otro lado, se determin—
que la especificidad en el reconocimiento es clfsica del grupo 1 (Kato et al., 2004). Otra
conclusi—n importante es que los resultados muestran que son ecesarios ambos motivos
de TcZFP1b para la interacci—n con TcZFP2b, mientras que s—Ilolgrimero es necesario
para interaccionar con TcZFP2a. Aqu’ solo podemos especular que quizis sea necesaria
la uni—n de 2 molZculas proteicas TcZFP2b sobre TcZFP1b para ge sea detectada en
nuestro sistema (en una estequiometra 2 TcZFP2b: 1 TcZFP1b). En tanto que la
estequiometr'a 1 TcZFP2a: 1 TcZFP1b ser’'a suficiente para ser detectada. Esto podra
deberse a algcen tipo de restricci—n espacial impuesta por lastructura de la prote’na WW
o bien a que los dominios WW de TcZFP2a y 2b no son exactamente iguales en
secuencia y podran no tener la misma fuerza de uni—n al motwo prolinas. En efecto, 8
aminotcidos del total de 30 del dominio WW presentan cambios entre las dos prote’nas

(Caro et al., 2005). De ellos, solo tres son cambios no conservativos.

Cualquiera sea el motivo, el resultado es muy relevante porque implica que las
interacciones TcZFP2a/TcZFP1lb y TcZFP2b/TcZFP1lb no son exactamente
intercambiables y podr'an tener distintos roles biol—gicosdentro de la cZlula in vivo. En
efecto, mientras la expresi—n de TcZFP2b es detectada en lostres estadios por RT-PCR,
TcZFP2a solo es detectada en amastigotes (Caro et al., 2005). Mfs acen, las dos prote’nas
TcZFP2 ort—logas enTrypanosoma brucei cumplen roles diferentes en la diferenciaci—n de

los estadios del parasito (Paterou et al., 2006).

La regulaci—n post-transcripcional es altamente dependientede las prote’nas de
uni—n a ARN (RBP) para lograr un control preciso de los nivelesde ARNm (Maris et al.,
2005; Lee y Schedl, 2006). Esto es particularmente importante en un parfsito sometido a
dos ambientes diferentes en diferentes huZspedes con los cambios bruscos que ocurren

en cortos periodos de tiempo (D'Orso et al., 2003).
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En la familia ZFP, TcZFP1b es exclusiva de T. cruzi. Esta presenta un motivo dedo
de zinc CCCH y un motivo rico en prolina. Las prote’nas TcZFP2 interactcean con TcZFP1
a travZs del dominio WW, y el motivo rico en prolina, respectivamente (Caro et al., 2005).
Ya que se expresan en diferentes etapas del ciclo de vida, permitiran un control
posiblemente modular de regulaci—n post-transcripcional en funci—n del estadio en el que
el parasito se encuentra (Kramer y Carrington, 2011). En apoyo de esta hip—tesis esta el
hecho de que las tres ZFPs de T. brucei esttn involucrados en los cambios morfol—gicos y
en la diferenciaci—n del partsito(Hendriks et al., 2001; Hendriks y Matthews, 2005;
Paterou et al., 2006; Walrad et al., 2009; Kramer et al., 2010; Ling et al., 2011).

La prote’na TcZFP1lb se expresa solo en tripomastigotes (estadio sangu’neo), lo
cual sugiere una funci—n espec’fica en ese estadio.

Nuestros resultados mostraron que la expresi—n ect—pica de epinsdigotes (estadio
en insectos) condujo al arresto de la replicaci—n de las cZlis con una citocinesis
incompleta y la muerte celular subsiguiente. El fenotipo observado es casi idZntico a la
obtenida cuando epimastigotes fueron tratados con taxol (una droga estabilizante de los
microtceebulos). El tratamiento con apenas 0,1uM de taxol inhile la curva de crecimiento de
una manera muy similar a la inducci—n con la tetraciclina de & expresi—n ect—pica de
TcZFP1b (Baum et al., 1981; Dantas et al., 2003; Freire-de-Lima et al., 2008). Incluso la
observaci—n al microscopio electr—nico de transmisi—n de secciones dablas del fenotipo
de tipo monstruo parec’an casi idZnticos, con la cromatina en grinulos densos unidos a la
membrana nuclear que sugiere una detenci—n en la etapa G2del ciclo celular (Menna-
Barreto et al., 2009).

La comparaci—n del tratamiento con taxol y la expresi—n ect-epi de TcZFP1b

sugiere fuertemente un modo de acci—n similar. Por lo tanto,podramos especular que la

sobreexpresi—n ect—pica de TcZFP1b provoca la estabilizaci—n deslonicrotoebulos sub
peliculares del corsZ y, a su vez, el bloqueo de citocinesis. Sin embargo, es mis difcil
especular sobre un modo de acci—n directa de TcZFP1b en este evato, por lo que seria
mejor argumentar a favor de una acci—n indirecta a travZs de unam mis intermediarios.

Es bien sabido que la citocinesis depende de la dinfmica de este corsZ sub-
pelicular. De hecho, la matriz de microtcebulos se entrecruza yestt presente en todo el
ciclo celular con nuevos microtcebulos que se agregan y la matiz que se hereda de una
manera semi-conservadora por las dos cZlulas hijas (de Souza et al., 1983; Gallo et al.,
1987; Gallo y Precigout, 1988; Paulin et al., 1988; De Souza, 2002; Souza, 2009). Por lo

194



tanto, estt claro que una estabilizaci—n de los microtcebulogerminar’a en el bloqueo del
proceso de citocinesis.

A partir de la sobreexpresi—n de TcZFP2a con el vector pTREXGW seobserv— un
fenotipo anormal, con el flagelo extremadamente extenso y despegado de la membrana
ondulante, muy similar a lo encontrado en epimastigotes knock-out para Gp72 (Cooper et
al., 1993; de Jesus et al., 1993) (Fig. 1V.23). Gp72 es una glicoprote’na de 72 kDa
asociada a membrana de T. cruzi, Zsta y FLA1 (su hom—Iloga enT. brucei) esttn
enriquecidas a lo largo del flagelo y la zona de adhesi—ndel flagelo (FAZ)(Hill, 2003). El
resultado de las Gp72 knock-out muestran un fenotipo donde el flagelo esta

completamente desprendido, salvo en el bolsillo flagelar.

Figura IV. 23: Efecto del knock-out de la prote'na asoci ada a membrana Gp72 en
epimastigotes.  A: Epimastigotes normales, B-E: Epimastigotes knock-out para Gp72. Ay B
tomadas de Cooper et al. 1993. C-E tomadas de de Jesus et al. 1993.

Comparar las fotos de las Figuras IV.8 y IV.23 entre s i para ver las similitudes.

Tanto las sobreexpresantes para ZFP2a como las knock-out para Gp72, no
interrumpen el ciclo celular, aunque se nota una leve disminuci—n de su crecimiento (Fig.
IV.10). TcZFP2a solo se expresa en amastigotes (Caro et al., 2005), que es una forma
replicativa que carece de flagelo. En base a lo expuesto, podramos especular que
TcZFP2a podr'a estar involucrada en la morfogenesis del flagelo y los cambios que el

mismo conlleva en la diferenciaci—n entre los distintos estadios.

Para encontrar los posibles modos de acci—n para el fenotip inducido con

TcZFP1b, decidimos observar cambios globales de expresi—n de todo ¢genoma.
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Un hecho interesante a observar en el antlisis del transcriptoma completo fue la
regulaci—n negativa de -2,4X veces de la alfa tubulina. @do que son necesarios nuevos
microtcebulos constantemente con el fin de avanzar en la citoanesis, esta regulaci—n
negativa podr’a ser una de las sugerencias que apuntan a la detenci—n de citocinesis. Las
formas no replicativas, como los tripomastigotes, tendr’an microtcelulos sub-peliculares
mis estabilizados en el corsZ que las formas que se dividen ripidamente (epimastigotes y
amastigotes).

Causa o consecuencia de la detenci—n de los epimastigotesdurante la divisi—n
celular varias horas despuZs de la inducci—n fue el hecho @ que la PGF2 sintetasa se
regulara negativamente en -2,6X y -2,5X veces. Se sabe que la s'ntesis de PGF2 alfa
disminuye significativamente en las formas no replicativas (Kubata et al., 2000).

Uno de los componentes del flagelo, el componente de la varilla paraflagelar PAR4,
tambiZn fue regulado en forma negativa (-3X veces). No estt claro la funci—n de este
componente en la biolog’a del flagelo, pero es tentador especular que su regulaci—n
negativa podr’a estar relacionado con el fenotipo observado (Fouts et al., 1998).

Otra observaci—n interesante del anflisis del transcriptoma esel hecho de que
varios genes con funciones relacionadas se regularon positiva o negativamente en forma
concertada, a pesar de estar ubicados en lugares diferentes en el genoma y que en los
tripanosomas opera casi exclusivamente la regulaci—n post-transcripciomal. Cabe destacar
gue varios genes implicados en el catabolismo de aminofcidos que usan al fosfato de
piridoxal como cofactor se regularon positivamente entre +13X y +3X veces, mientras que
el ARNm de la kinasa de piridoxal fue hasta +11X veces simulttneamente.

Varios genes relacionados con el metabolismo del glioxilato y dicarboxilato fueron
regulados positivamente tambiZn. Curiosamente, el catabolismo de aminotcidos estt
relacionado con el metabolismo anterior a travZs de la producci—n de hidroxipiruvato y
glioxilato.

La regulaci—n positiva observada en el metabolismo de los hdratos de carbono
(metabolismo energZtico) como en la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa glicosomal (+5,3X
veces) y la malato deshidrogenasa (+5.5X) que se sabe que contribuyen a la
regeneraci—n de ATP en el glicosoma y se podra correlacionar ce el hecho de que
existi— una regulaci—n negativa de la subunidad beta dealATPasa (-8X veces) y de la
subunidad IV de la citocromo C oxidasa (-3,5X veces).

Los resultados sugieren una disminuci—n en la producci—n denerg’a, coincidiendo

con un aumento en los procesos de almacenamiento de la misma. Lo que estara
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sugiriendo un cambio en el estado metab—Iico coincidente conlo que es esperable para
un cambio al estadio sangu’neo.

Una de las conclusiones de este trabajo es que los regulones post-
transcripcionales son evidentes en T. cruzi, como tambiZn parecen sugerir otras
investigaciones en T. brucei (Ouellette y Papadopoulou, 2009; Archer et al., 2011).

De esta manera, la presencia de motivos de secuencia comoen en ¢s 3'UTRs
refuerza la idea de tales regulones. En este trabajo, nos encontramos con dos diferentes
motivos de alta confianza, H12-arriba en los genes regulados positivamente y H12-abajo
en los genes regulados negativamente. Ambos motivos presentan ncecleos de secuencias
conservadas expuestos en los bucles de la estructura secundaria. Es interesante notar
que el motivo H12-abajo se parece al cltsico elemento rico en AU (ARE) (Vazquez, 2007;
Kramer y Carrington, 2011), que ya se determino que participa en la inestabilidad de los
ARNmM de T. cruzi (Di Noia et al., 2000; D'Orso y Frasch, 2001a; D'Orso y Frasch, 2001b;
D'Orso y Frasch, 2002).

Es importante tener en cuenta que la mayor'a de los genes regulados
positivamente perteneci— a la familia de las trans-sialidasas,una familia que se expresa
casi exclusivamente en tripomastigotes. La expresi—n de pseudogens de las trans-
sialidasas tambiZn fue evidente. La expresi—n de pseudogens ha demostrado tener un
papel en la expresi—n gZnica a travZs del sistema de ARN deriterferencia (RNAI) en T.
brucei (Motyka y Englund, 2004; Balana-Fouce y Reguera, 2007; Shi et al., 2007; Elias y
Faria, 2009; Patrick et al., 2009; Wen et al., 2011). Sin embargo, como T. cruzi carece de
RNAi (Motyka y Englund, 2004; Ullu et al., 2004; Garcia Silva et al.,, 2010; Batista y
Marques, 2011), la regulaci—n positiva de estos pseudogenes sigue siendo
desconcertante.

La regulaci—n positiva de la prolina racemasa (+7,1X veces) es wotable en este
contexto, ya que se demostr— que Su expresi—n ect—pica en epimagites provoca la
diferenciaci—n a tripomastigotes y aumenta la infectividad (Chamond et al., 2005;
Buschiazzo et al., 2006; Coutinho et al., 2009; Bryan y Norris, 2010).

Una visi—n general del antlisis de todo el genoma parecer apuntar a la activaci—n
de por lo menos parte de un programa para diferenciar los epimastigotes a
tripomastigotes, pero la sobre-expresi—n cenicamente de TcZFP1b n@s suficiente para
cumplir la tarea completa. EI hecho de que TcZFP1lb se expresa naturalmente en
tripomastigotes, la regulaci—n positiva de varias trans-sialidasasy de la prolina racemasa,

la posible estabilizaci—n del corsZ de microtoebulos sub-pelicutas para entrar en una
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forma no replicativa y la regulaci—n positiva de un mecanismo gaeral de producci—n de
energ’a a travZs del glicosoma y el catabolismo de aminoicidos son pruebas
contundentes que apuntan en esa direcci—n. Cabe recordar ge en el tripomastigote
sangu’'neo la producci—n de energ’a es principalmente por glicosoma y no por
mitocondria.

Con este antlisis de cambios de expresi—n globales de to® el genoma analizado,
una de las tareas desafiantes para el futuro pr—ximo ser'a & de analizar la cadena de
acontecimientos que se desataron despuZs de la sobreexpresi—n @ TcZFP1b en
epimastigotes, empezando por buscar los ARNm que serian los blancos de sus dedos de
zinc. Dado que las prote’nas TcZFP2 interactaean con TcZFP1b,tambiZn serf necesario

buscar los ARNm blanco de sus dedos de zinc.
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Vectores plasm’dicos utilizados
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A) Mapa del plfsmido pGEM  -T-Easy

B) Mapa del pl¥smido pRSET-A
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C) Mapa del pl¥smido pTREX-N

D) Mapa del plfsmido pTREX-GFP
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E) Mapa del plfsmido pENTR * 2B (pltsmido de entrada)
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F) Mapa del pltsmido pENTR * -DTOPO plismido de entrada)
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G) Mapa del plismido pDEST * 17: (pl+smido destino)
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H) Mapa del plfsmido pDEST ™22: (pl¥smido destino)
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I) Mapa del plfsmido pPC97: (pl¥smido destino)
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J) Mapa del pl¥smido pTcINDEX: (pl¥smido inducible)
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K) Mapa del pl¥smido pLEW13:

211



)"%M,**K

Cd conteniendo toda la informaci—n proveniente del
ARN -seq de T. cruzi
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