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Resumen

Leishmania major es un tripanosomatido flagelado que produce leishmaniasis en
el humano. Ademés de su importancia médica, este parasito es de suma
importancia por presentar caracteristicas genéticas atipicas. Nuestro grupo de
trabajo estd interesado en el estudio de la transcripcion en L. major.
Recientemente identificamos en el parasito un ortdlogo de Elp3b, proteina que
participa en la elongacion de la transcripcidbn en eucariontes superiores. Asi, el
objetivo del presente trabajo fue generar y caracterizar parasitos knock-out de
Elp3b para estudiar su participacion en la transcripcion. Inicialmente se llevo a
cabo la caracterizacion molecular de la proteina Elp3b mediante anlisis in silico y
se encontrd que posee dos dominios importantes: dominio radical SAM y dominio
HAT, los cuales estan conservados en diversos ortdlogos desde procariontes
hasta humano. En el dominio radical SAM se identificaron diversos residuos
conservados que corresponden a posibles sitios de union a un cluster de Fe;S,y a
S-adenosilmetionina. Estructuralmente Elp3b esta constituida por una serie de 3
plegadas y a-hélices alternadas, guardando alta similitud estructural con Elp3 de
D. mccartyi. Para estudiar la funcién de Elp3b en L. major, se intento la eliminacion
de las dos copias alélicas de este gen a través de recombinacion homéloga. Con
este fin, los vectores pAEIp3b-Pac y pAEIp3b-Hyg se analizaron mediante ensayos
de restriccion y se obtuvieron los cassettes para la electroporacién, los cuales
contenian los genes de resistencia a higromicina (hyg) y puromicina (pac)
flanqueados por las secuencias 5’ y 3’-UTR de Elp3b. Se pudieron generar lineas
celulares knock-out sencillo en las que se substituyé una copia de Elp3b por los
genes de hyg o pac (LmAEIp3b/Hyg y LmAEIp3b/Pac), pero no fue posible obtener
el remplazo de ambas copias alélicas. Considerando la posibilidad de que Elp3b
sea una proteina esencial para la viabilidad de L. major, se procedio a trabajar con
una linea celular knock-out sencillo que expresa la proteina recombinante Elp3b-
PTP a partir de episomas (LmAEIp3/Hyg+EIp3b-PTP). Se procedié entonces a
transfectar el cultivo knock-out sencillo LmAEIp3b/Hyg+EIp3b-PTP con el cassette
de pac, obteniéndose una linea celular resistente a ambos farmacos
(LmAEIp3/Hyg+Elp3b-PTP+rPac). La caracterizacion mediante ensayos de PCR
de dicha linea celular revel6 que el gen de pac no substituyé una copia de Elp3b,
sino que se integré en otra regiébn del genoma del parasito. Entonces, la
imposibilidad de deletar ambas copias alélicas de Elp3b indica que este gen es
esencial para la viabilidad de  promastigotes de L. major.



1. INTRODUCCION

1.1 Tripanosomatidos

1.1.1 Generalidades

Dentro del reino protista los tripanosométidos son un grupo monofilético de
protozoos parasitos, unicelulares y flagelados, que pertenecen a la familia
Trypanosomatidae, del orden Kinetoplastidia (Hamilton et al., 2004). Los miembros
de este orden se caracterizan por la presencia de un cinetoplasto, o0 DNA
mitocondrial, el cual se encuentra formado por una red compleja de dos tipos de
moléculas de DNA concatenadas: los minicirculos y los maxicirculos (Maslov et
al., 2001; Liu et al., 2005). Dentro de la familia Trypanosomatidae se incluye a
Trypanosoma cruzi, Trypanosoma brucei y diversas especies del género
Leishmania, todos ellos causantes de graves enfermedades de gran importancia a
nivel mundial. Estos parasitos poseen una organizacion genémica y estructuras
celulares muy similares; ademas todos ellos sufren cambios morfolégicos
importantes a lo largo de su ciclo de vida y son transmitidos a sus diferentes
hospederos por insectos vectores. T. brucei es el causante de la enfermedad del
suefio en Africa, mientras que T. cruzi produce el mal de Chagas en América y
Leishmania causa diversas variantes de leishmaniasis alrededor del mundo.
Ademas de su importancia médica estos organismos muestran numerosas
particularidades metabdlicas y funcionales que resultan de gran importancia
cientifica (Stuart et al., 2008).

1.1.2 Agentes patdogenos y enfermedades

Los tripanosométidos se encuentran distribuidos a lo largo del mundo y su éxito
evolutivo se debe en parte a su capacidad de parasitar invertebrados y
vertebrados. La enfermedad del suefio o tripanosomiasis africana es transmitida
por las subespecies T. brucei gambiense y T. brucei rhodesiense en el oeste y
este de Africa, respectivamente (Figura 1). Se transmite al ser humano por la

picadura de las mosca tse-tsé, del genero Glossina, infectada por otras personas o



animales que albergan al parasito. Cuando los tripanosomas se introducen en el
torrente sanguineo, proliferan hasta invadir el sistema nervioso central (Verlinde,
2001).

T. b. gambiense

T. b. rhodesiense

Distribucion: Africa Vector: genero Glossina Parésito: T. brucei

Fig. 1. Enfermedad del suefio o tripanosomiasis africana

La enfermedad de Chagas o tripanososmiasis Americana, se extiende desde el
sur de los Estados Unidos hasta el sur de Argentina y Chile, y esta altamente
asociada a condiciones sanitarias desfavorables, donde proliferan dipteros
hematéfagos de la familia Reduviidae, que actian como vector del agente
etiologico, T. cruzi, provocando deficiencias cardiacas y del sistema digestivo en
humanos; aunque en algunos casos una persona infectada puede no presentar
sintomas (Figura 2) (WHO, 2010).

Distribucion: América Vector: familia, Reduviidae Parasito: T. cruzi

Fig. 2. Enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana.

La infeccién causada por Leishmania es conocida como Leishmaniasis. Esta
constituye un problema de gran importancia a nivel mundial desde el punto de
vista de salud publica, pues su prevalencia esta en torno a los 12 millones de



enfermos y los casos han ido en aumento debido a los cambios climaticos.
Leishmania se encuentra distribuido en diversas partes del mundo (Figura 3),y es
transmitido al hombre por insectos dipteros conocidos como mosca de la arena,
provocando tres tipos principales de leishmaniasis: visceral, cutanea vy
mucocutanea (WHO, 2010)

‘:’}

_Distribucion: América, Vector: géneros, Paréasito: Leishmania sp.
Africa, Asia y sur de Europa | Phlebotomus y Lutzomyia

Fig. 3. Leishmaniasis.

1.1.3 Biologia Celular

La biologia celular de los tripanosomatidos es muy similar. Por ejemplo, todos son
protozoos moviles con un flagelo que se origina cerca de la mitocondria, la cual es
Gnica y alargada, y ademas emana de una bolsa de la membrana celular (Figura
4). Los tripanosomatidos poseen organelos Unicos que los diferencian de otros
eucariotas. Por ejemplo, los peroxisomas estan modificados para realizar la
glucolisis, por lo que son conocidos como “glicosomas”. Tipicamente se
reproducen asexualmente por fision binaria; y durante la division celular su
membrana nuclear no se disuelve ni sus cromosomas se condensan. Por otro
lado, su citoesqueleto esta constituido por una capa de microtubulos que se
localizan bajo la membrana celular, y su superficie celular se encuentra cubierta
por proteinas especificas que son criticas para su supervivencia (Stuart et al.,
2008).

Como se menciond, la presencia de una masa de DNA mitocondrial llamada

cinetoplasto es una caracteristica Unica del orden Kinetoplastida. El cinetoplasto



se sitia en el area basal del flagelo y consiste en decenas de copias de
minicirculos y maxicirculos que se encuentran unidos formando una red; dentro
del cinetoplasto se lleva a cabo la edicibon de mRNA mediante la insercion y
delecidén de residuos de uridinas en sitios especificos del RNA naciente, lo cual

conduce a la creacion de marcos de lectura correctos (Simpson et al., 1987).
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Fig. 4. Representacién esquematica de un tripanosomatido. Se sefialan todos
sus componentes celulares. (Obtenido de: Lopes, et. al. 2010).

1.1.4 Clasificacion Taxondmica

Los tripanosométidos son evolutivamente exitosos, no solo porque se encuentran
en casi todo el planeta y parasitan a todos los grupos de vertebrados, varias
especies de invertebrados (incluyendo muchos insectos) e incluso plantas, sino
también porque hay pruebas sdlidas de que sus antepasados datan de hace unos

100 millones de afios (Lopes et. al., 2010).

En el esquema clasico, los tripanosomatidos se sittan en el filo
Sarcomastigophora, clase Zoomastigophora y orden Kinetoplastida (Figura 5)
(Simpson et al. 1987).



Reino Protista

Subreino Protozoa

Phylum Sarcomastigophora
Subphylum Mastigophora
Clase Zoomastigophora
Orden Kinetoplastida
Suborden Trypanosomatina
Familia Trypanosomatidae

Fig. 5. Clasificacion taxon6mica clasica de tripanosomatidos (Simpson et al. 1987).

En los dltimos 25 afios las nuevas técnicas moleculares han forjado
modificaciones extremas en el esquema de la clasificacion taxonémica clasica de
los tripanosomatidos. Fue en el 2005 cuando Adl y colaboradores propusieron una
nueva clasificacion donde se incluyeron organismos considerados por Cavalier-
Smith en 1998, ademés de estar basada en evidencias moleculares que colocan a
seis nuevos super grupos: Amebozoa, Chromalveolata, Archaeplastidia, Excavata,
Ophistoconta y Rhizaria (Adl et al. 2007).

Dentro de esta clasificacion los tripanosoméatidos se sitian en el stper grupo
“Excavata” que se caracteriza por incluir algunos grupos de organismos
considerados como antecesores del linaje eucariota, que anteriormente carecian

de mitocondria (Figura 6) (Keeling et al. 2005).

Super Grupo | Primer Clado Segundo Clado

Fornicata, Carpediemonas,Eopharyngia
Excavata Malawimonas Cristamonadida,Spirotrichonymphida,

Parabasalia Trichomonadida
Preaxostyla Trichonymphida
Jakobida Oxymonadida, Trimastix
Heterolobosea | Histionidae,JakobaAcrasidae,Gruberellidae,
Euglenozoa Vahlkampfiidae

Euglenida,Diplonemea,Kinetoplastea

Fig. 6. Clasificacién taxonémica de kinetoplastidios (Keeling et al. 2005).



1.2 Leishmania

1.2.1 Ciclo de vida

Los ciclos de vida que presentan los tripanosomatidos son bastante complejos,
pues involucran varios estadios de desarrollo ya sea en el insecto vector o en el
hospedero vertebrado. Las morfologias mas comunes son: promastigote,
amastigote, epimastigote y tripomastigote, que se distinguen por su morfologia y
dimensién, asi como por la forma y el sitio donde emerge el flagelo (Figura 7)
(Lopes, et. al. 2010).

€

a b c d e f
Nucleo Cinetoplasto Flagelo
® ¢

Bolsa flagelar

Fig. 7. Las seis clases principales de morfotipos de los tripanosomatidos. A
Tripomastigote B Epimastigote. C Amastigote. D Opistomastigote. E Coanomastigote. F
Promastigote (Kaufer et al. 2017).

El ciclo de vida de Leishmania implica la alternancia entre un hospedero mamifero
y un hospedero artrépodo conocido comunmente como mosca de la arena de los
géneros Phlebotomus y Lutzomyia (Figura 8). En el hospedero mamifero los
promastigotes metaciclicos (formas infecciosas) son introducidos en la piel por la
picadura de la mosca de la arena. Estas formas son fagocitadas por los
macrofagos y dentro de los fagolisosomas se diferencian en amastigotes
intracelulares, permaneciendo en esta forma, en la cual se multiplican por division

simple. Posteriormente los amastigotes que salen al torrente sanguineo pueden



ser tomados por la mosca de arena a través de una picadura, donde se
diferencian en promastigotes prociclicos, siendo ésta una forma replicativa
(Gossage, et al. 2003). Estas se unen a la pared del intestino medio y migran al
aparato bucal de la mosca, diferenciandose en promastigotes metaciclicos
infectivos (Figura 8) (Handman, 1999).

Mosca de Arena

Fig. 8. Ciclo de vida de Leishmania. 1) Los promastigotes metaciclicos son transmitidos
al hospedero mamifero a través de la picadura de la mosca de arena. 2)
Los promastigotes que alcanzan la herida de puncién y son fagocitados por macréfagos.
3) Dentro de los fagolisosomas los promastigotes se diferencian en amastigotes. 4) Los
amastigotes se multiplican por simple divisibn y proceden a infectar otras células
fagociticas mononucleares. 5) Una mosca puede ingerir los amastigotes al alimentarse de
la sangre del mamifero infectado. 6) Dentro de la mosca de arena los amastigotes viajan
de la proboscide al estbmago. 7) En el intestino de la mosca los amastigotes de
transforman en promastigotes prociclicos, forma replicativa. 8) Los promastigotes
prociclicos migran a la proboscide del mosquito diferencidndose en promastigotes
metaciclicos. Tomado de https://www.cdc.gov/parasites/leishmaniasis/index.html “CDC”
(Center of Disease Control).



1.2.2 Distribucion

La leishmaniasis es una enfermedad con alta prevalencia en zonas tropicales y
subtropicales de casi todo el mundo, con una incidencia de 2 millones de casos
nuevos anualmente y amenazando a aproximadamente 350 millones de personas
en areas endémicas (Figura 9) (Zetina, 2008). La epidemiologia es
extremadamente diversa, con 20 especies de parasitos protozoarios del género
Leishmania que se sabe que son patdogenas para los seres humanos. La
distribucion geografica de cada especie de Leishmania determina el tipo de
enfermedad que ocurre en cada region, asi como su gravedad. La leishmaniasis
visceral (LV; también conocida como Kala-azar) es causada por L. donovani en el
sur de Asia y Africa, mientras que L. infantum causa LV en el Mediterraneo,
Oriente Medio, América Latina y partes de Asia. Por otro lado la leishmaniasis
cutanea (LC) es causada por L. major en Africa, Medio Oriente y partes de Asia, y
por L. tropica en el Medio Oriente, el Mediterrdneo y partes de Asia (Duthie et al.,
2012).

Fig. 9. Distribucion global de la leishmaniasis.La enfermedad se presenta en zonas
tropicales y subtropicales de casi todo el mundo. Las &reas resaltadas en color rojo
representan zonas de casos reportados de personas infectadas con este parasito (Davies,
et al. 2003).



En México se han reportado tres especies: L. mexicana, L. infantum y L.
braziliensis. La leishmaniasis cutanea, producida por L. mexicana, se presenta
principalmente en la region del sureste (Campeche, Yucatan, Quintana Roo,
Tabasco y Chiapas), donde es conocida comunmente como “ulcera de los
chicleros”. Por otro lado los estados donde se han registrado casos de
leishmaniasis visceral son: Puebla, Guerrero, Chiapas, Oaxaca y Morelos (Trejo et
al., 1993). Este tipo de leishmaniasis es causado por L. infantum. Por otro lado los
casos de leishmaniasis mucocutanea se concentran en un 90% en Bolivia, Brasil y

Peru, y son producidos por L. braziliensis

La infeccion por Leishmania constituye un problema de gran importancia a nivel
mundial desde el punto de vista de salud publica. La prevalencia de la
leishmaniasis esta en torno a los 12 millones de enfermos y los casos han ido en
aumento debido a los cambios climéaticos (WHO, 2006). De todos los casos la
cuarta parte corresponde a la forma visceral presente principalmente en: India,
Bangladesh, Sudan y Brasil. De las formas cutaneas el 90% ocurre en Afganistan,
Arabia Saudita, Iran, Siria, Brasil, Pert y México (WHO, 2010).

1.2.3 Sistemaética

Se han registrado mas de 20 especies de Leishmania capaces de infectar al
humano produciendo las diferentes manifestaciones de la leishmaniasis. De esta
manera el género Leishmania se divide en tres subgéneros (Figura 10),
dependiendo de las partes del intestino del vector (mosca de arena) que son
colonizadas por el parasito: Leishmania, Viannia y Sauroleishmania. Las especies
pertenecientes al subgénero Leishmania producen leishmaniasis cutanea y
visceral y se encuentran presentes en el Viejo y Nuevo Mundo, mientras que las
especies del subgénero Viannia son causantes de leishmaniasis cutanea y/o
mucocutanea solo en el Nuevo Mundo. Por otro lado, las especies que pertenecen
al subgénero Sauroleishmania no son patégenas para el humano, ya que sélo

infectan reptiles (Bates, 2007).
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Fig. 10. Clasificacion simplificada del genero Leishmania derivado de analisis
filogenético (Moreno et al, 2015).

1.2.4 Manifestaciones clinicas

En general, se ha observado que la especie de Leishmania que causa la infeccion
determina el tipo de leishmaniasis que desarrolla el hospedero. Sin embargo esto
depende de diversos factores que incluyen: la saliva del mosquito, la genética del
hospedero y la inmunosupresion (Fantoni et al., 1994). A continuacion se

describen las manifestaciones clinicas de los diferentes tipos de leishmaniasis:

1.2.4.1 Leishmaniasis Cutanea (LC)

Los primeros sintomas de la LC ocurren de uno a seis meses después de la
picadura infecciosa de la mosca de la arena. Los dafios de LC suelen presentarse
como lesiones multiples ulceradas en la epidermis y se caracterizan por ser
nodulares diseminadas o localizadas (Figura 11). El diagnostico presuntivo de LC
se basa en estos sintomas clinicos, mientras que el diagnéstico parasitologico

sigue siendo el estandar de referencia que incluye el examen microscopico de
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frotis obtenidos directamente de las ulceras, basado en la identificacion directa de
formas amastigotes por microscopia. Puede haber auto-curacion por parte del
hospedero (ocurre de 6 a 15 meses) pero esto depende de la especie del parasito,
de la respuesta inmune del hospedero, asi como de la carga parasitaria (Bennis et
al., 2015).

Fig. 11. Leishmaniasis cutanea (LC), Afganistan. Tomada de WHO 2014.

1.2.4.2 Leishmaniasis Mucocutanea (LMC)

La LMC es producida comunmente por L. brazilienzis y con menor frecuencia por
L. panamensis. Est4 presente en Latinoamérica, registrando la mayoria de casos
en Bolivia, Perd y Brasil. La caracteristica de las especies causantes de esta
enfermedad es que producen metéastasis en la mucosa y las vias respiratorias por
diseminacién linfatica o hematdgena (Figura 12). Los sintomas de dicha
enfermedad pueden presentarse hasta después de 20 afios de haber adquirido el

pardsito a través de la picadura del vector (WHO, 2010).

Como signos iniciales pueden presentarse ulceraciones en los orificios nasales,
seguidos por inflamacion destructiva que puede extenderse hasta afectar el septo
nasal y en ocasiones la faringe o la laringe. En casos mas severos se han visto
involucrados lo genitales y, a diferencia de la LC, no presenta auto-curacion
(Bailey y Lockwood, 2007).
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Fig. 12. Leishmaniasis mucocutanea (LMC). Lesion destructiva del labio superior y
parpado del ojo derecho (Zea et al., 2008).

1.2.4.3 Leishmaniasis Visceral (LV)

La leishmaniasis visceral (LV), también conocida como enfermedad de Kala-azar,
es causada en América por L. infantum (Mauricio et al., 2000) y en el Viejo Mundo
por L. donovani y L. infantum (Piscopo y Mallia 2006). Estas especies, conocidas
como viscerotrépicas, infectan preferentemente los macrofagos y las células
dendriticas en los intestinos, y los parasitos se localizan rapidamente en el higado,
el bazo y la médula 6sea (Figura 13) (Wilson et al., 2005).

Las manifestaciones clinicas de la enfermedad pueden variar de una infeccion
asintomatica a una enfermedad visceral progresiva que, si no es tratada, puede
conducir a la muerte y se caracteriza por fiebre, pérdida de peso,
hipergammaglobulinemia, hepatoesplenomegalia, anemia, trombocitopenia,

leucopenia e inmunosupresion (Piscopo y Mallia, 2006).
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Fig. 13. Paciente con leishmaniasis
visceral (LV). Su vientre se encuentra
distendido a causa del agrandamiento del
bazo y el higado (Silversides, 2009).

Debido a su importancia médica, los parasitos del género Leishmania han sido
ampliamente estudiados en todo el mundo. Sin embargo, Leishmania y otros
tripanosomatidos son también importantes desde el punto de vista de la biologia
molecular debido a que se caracterizan por presentar mecanismos de expresion
genética muy diferentes a los de otros organismos eucariontes. En nuestro
laboratorio estamos interesados en el estudio de la transcripcién en Leishmania,
proceso fundamental que muestra caracteristicas Unicas en este grupo de

organismos de divergencia temprana.

1.3 Transcripcion

La transcripcion es el proceso mediante el cual una secuencia de nucledtidos de
DNA es utilizada como molde para la sintesis de una molécula de RNA por
mediacién de la enzima RNA polimerasa dependiente de DNA. La transcripcion en

procariontes y eucariontes difiere en varios aspectos, por lo que se estudian por
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separado. En eucariontes se han identificado tres RNA polimerasas denominadas
Pol I, Pol Il y Pol Ill. Estas difieren en su localizacién nuclear, composicién de
subunidades y en el tipo de RNAs que sintetizan (Figura 14). Pol | sintetiza los
precursores de RNA ribosomales (rRNA), mientras que Pol Il produce los RNA
mensajeros (MRNAS) y la mayoria de los RNA pequefios nucleares (snRNA). Por
otro lado Pol Il es responsable de la sintesis del rRNA 5S, los RNAs de
transferencia (tRNA) y de U6 snRNA, entre otros (Conaway et al., 1994).

Enzima L : , Actividad  Sensibilidad a
Localizaciéon Copias/cél. Producto : . .
polimerasica la a-amanitina
RNA Pol | Nucleolo 40,000  pre-rRNA 50-70% Ninguna
(35-47s)
RNA Pol Il Nucleoplasma 40,000 hnRNA 20-40% Alta
SNRNA
(U1,U2,U4,U5)
RNA Pol Il Nucleoplasma 20,000 rRNAS5S ~10% Especifica de
tRNA especie
SNRNA U6
RNA 7SL
Otros RNA
de < 300 pb

Fig. 14. Caracteristicas de las RNA polimerasas eucariotas (Conaway et al., 1994).

Una caracteristica diferencial de las polimerasas eucariotas es que no se fijan
directamente al DNA para transcribirlo, sino que lo hacen mediante factores
proteicos adicionales. Las proteinas necesarias para la iniciacion de la
transcripcion, pero que no forman parte como tal de la RNA polimerasa, se definen
como factores de transcripcion. Muchos factores de transcripcion actuan
reconociendo sitios activos en cis que se clasifican como parte de los promotores
0 como enhancers. Sin embargo, la unién directa al DNA no es el unico medio de
accion de un factor de transcripcion, pues éstos pueden interactuar con otro factor

o con la RNA polimerasa (Dieci et al., 2007).
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1.3.1 Mecanismos de regulacion de la transcripcion

La transmision de la informacion genética desde el DNA hasta la proteina tiene

lugar a través de un proceso complejo y sometido a mdultiples formas de

regulacion: existencia de genes repetidos o metilacion del DNA; iniciacion,

elongacion y terminacion de la transcripcion; procesamiento diferencial (splicing),

transporte y estabilidad de los mRNA.

Los factores de transcripcion son por excelencia los reguladores de la expresion

génica, pues estimulan o reprimen la tasa transcripcional de sus genes blanco al

unirse a regiones promotoras especificas o a otros factores (Figura 15). Esto

activa o desactiva cascadas de sefializacion intracelular (Chuck, 2008).

Existen dos tipos de factores de transcripcion: los basales o generales y los

regulatorios o especificos. Los primeros pertenecen a un grupo minimo de

proteinas requeridas para la iniciacion de la transcripcion; en contraste a éstos, los

factores de transcripcion regulatorios o especificos se unen de manera directa o

indirecta

al aparato de trascripcion basal y actian ya sea como factores

constitutivos o inducibles. Estas proteinas afectan la iniciacion de la transcripcion

al entrar en contacto con los componentes del aparato basal de la transcripcién

(Smid et al., 1995).
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Fig. 15. Complejo de iniciacion
de la transcripcion en
eucariontes. Se incluye una
secuencia de DNA y factores
generales de transcripcion (TBP,
TFIIB, E, F Y H).
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1.3.2 Promotores y factores de transcripcion de Pol Il en eucariontes

Las regiones promotoras para Pol Il comprenden tipicamente aproximadamente
40 bases y contienen subregiones funcionales llamadas elementos promotores
bésicos. Estos elementos incluyen la caja TATA, el iniciador (Inr) y el elemento
promotor rio abajo (DPE). La transcripciobn génica por Pol Il comienza con el
montaje de un complejo de preiniciacion que comprende los factores de
transcripcion basales TFIIA, -B, -D, -E, -F y -H y el complejo coactivador mediador
(Figura 15). EI complejo de iniciacion completo comprende aproximadamente 70
polipéptidos y tiene un peso molecular de alrededor de 4 MDa. La iniciacion de la
transcripcion implica tres etapas principales: 1) la formacién de un complejo
promotor cerrado, 2) la apertura del DNA y la formacion de un complejo promotor
abierto, y 3) el inicio de la sintesis de RNA, dando lugar a un complejo de inicio de
la transcripcion. Durante la formacion del complejo cerrado, se reconoce primero
el promotor, y esto se consigue mediante TFIIA, -B y -D, que forman un conjunto
rio arriba. El conjunto rio arriba entonces recluta el complejo Pol II-TFIIF. La unién
de TFIIE y TFIIH facilita la apertura del promotor y la formacién del complejo
abierto. Cuando el RNA crece mas alla de una longitud critica, el complejo de
iniciacién se desmonta y se forma un complejo de elongacion, que es responsable
de la sintesis del mRNA (Hantsche y Cramer, 2017).

1.3.3 Elongacion de la transcripcion de Pol Il

La fase de elongacién de la transcripcion por Pol Il es una de las muchas etapas
que esta sujeta a regulacion durante la generacion de mRNAs maduros. Poco
después de la iniciacion, Pol 1l se encuentra bajo el control de factores negativos
de elongacion de la transcripcion, generalmente denominados N-TEF (negative
transcription elongation factors), que intervienen en la formacion de transcritos
abortivos. Durante la fase de post-iniciacion de la elongacion s6lo se generan
transcritos cortos y prematuros, y es hasta la salida de los factores N-TEF y la
unién de al menos uno de los factores de regulacién positivos llamados P-TEFb

(positive transcription elongation factors) que se permite la transicion hacia la

16



elongacion productiva, generando transcripciones largas de las que se derivan los
MRNAs (Figura 16). La eficiencia de la elongacion puede estar influenciada por
factores adicionales, incluyendo S-Il, TFIIF y ELL (Price, 2000).

Por otra parte, también se ha relacionado la fosforilaciéon del dominio C-terminal
(CTD) de Pol Il con la regulacion de la elongacion, ya que el CTD se fosforila
durante el ciclo de transcripcion en un momento coincidente con el inicio de la
elongacion. De igual manera se demostré el papel de TFEb como un agente
promotor de la elongacion al fosforilar el CTD (Marshall et al., 1996). Otro factor
importante para la elongacion de Pol Il es el complejo Elongador (Karlsborn et al.,
2014).

Regidn
promotora

Sefial de

Elongacion :
termino
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T Inicio de la T

transcripcion DNA

Complejo
transcripcional

Fig. 16. Complejo de inicio de la elongacién. Se muestra P-TEFb unido a Pol Il como
un complejo potenciador de la elongacion, asi como el CTD fosforilado permitiendo la
formacion de transcritos largos (pre-mRNA) no abortivos (Romano, 2013).

1.3.4 Elp3y el complejo Elongador

El complejo Elongador, identificado por primera vez en Saccharomyces cerevisiae,
esta formado por seis subunidades diferentes (Figura 17). Este consiste en un
nacleo complejo, formado por las subunidades Elpl-Elp3, y un sub-complejo

integrado por Elp4-Elp6. Ortologos de las seis subunidades del complejo han sido
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purificados en humano. En levadura, mutantes del complejo Elongador han
mostrado fendtipos pleiotropicos en multiples procesos celulares, incluyendo la

transcripcion de Pol Il y exocitosis.

En eucariotas, todo el genoma se empaqueta en un complejo de nucleoproteinas
conocido como cromatina, a través del cual se regulan varios procesos celulares,
incluyendo la transcripcion, la division celular, la replicacion y reparacion del DNA.
Las propiedades de la cromatina pueden ser alteradas por modificaciones
postranscripcionales de histonas, incluyendo acetilacion, metilacion, fosforilacion y
ubiquitinacion. La proteina Elp3 del complejo Elongador contiene un dominio de
histona acetiltransferasa (HAT) en la region C-terminal y los niveles de acetilacion
de histonas estan disminuidos en mutantes de Elp3, lo cual enfatiza la accién de
Elp3 como remodelador de la cromatina, papel que es importante en el proceso

de elongacion de la transcripcion (Figura 17) (Chinenov, 2002).

Nascent RNA

Chromatin

Fig. 17. Funciones del complejo Elongador. El complejo Elongador media la acetilacién
de las histonas contribuyendo a la elongacion de la transcripcion, ademas interactiia con
el CTD de la RNA Pol Il fosforilandolo (Creppe y Buschbeck, 2011).
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La subunidad EIp3 se conserva altamente desde arqueas hasta eucariotas
superiores, con mas del 40% de identidad entre las secuencias proteicas. Los
andlisis de secuencias adicionales han revelado la presencia de un segundo
dominio putativo, conocido como radical S-adenosilmetionina (SAM). Este dominio
divergente se encuentra presente en un gran niamero de secuencias bacterianas y
se caracteriza por la presencia de un cluster de hierro-azufre (FesSa)
(Paraskevopoulou et al., 2006), ademas de la presencia de un posible sitio de
unién a S-adenosilmetionina, el cual se caracteriza por ser una region rica en

glicinas (Wang y Frey, 2007).

Una observacion crucial en la comprension del papel del complejo Elongador fue
el descubrimiento del papel de este complejo en la formacion de 5-carbonometil
(ncm5) y 5-metoxicarbonometil (mcm5) en sitios ricos en uridinas de tRNASs.
Cuando se eliminaron las cadenas laterales de ncm5 y mcmb5, las especies de
tRNA correspondientes actuaron de manera menos eficiente en la traduccion
(Chen et al., 2011). Esto indica que el complejo Elongador, ademas de participar
en la elongacién de la transcripcion de Pol Il, lleva a cabo otras funciones

celulares relacionadas con la traduccion.

1.3.5 Transcripcion de Pol |

Los eucariontes tienen gran cantidad de copias casi idénticas de genes de rRNA,
gue son transcritos en el nucléolo por Pol I. Estos genes de rRNA se agrupan en
arreglos largos en tandem en sitios conocidos como regiones organizadoras
nucleolares (NORS). Los transcritos primarios de genes de rRNA varian en tamafio
desde 35S a 48S dependiendo de la especie, y se procesan en rRNAs 18S, 5.8S y
28S maduros, los cuales forman los nucleos cataliticos de los ribosomas, las

maquinas de sintesis de proteinas de la célula (Chandrasekhara et al., 2016).

El sistema de iniciacion de Pol I difiere substancialmente del de Pol Il. En general
se ha observado que Pol | requiere solamente de dos factores de transcripcion
para iniciar la sintesis del pre-rRNA: UBF y SL1 (Figura 18) (Engel et al., 2017).

19



De manera interesante, una de las subunidades que conforman a SL1 es la
proteina de unién a la caja TATA (TBP), que participa también en la transcripcion
de las otras dos RNA polimerasas.

Fig. 18. Factores de inicio de la transcripcién de Pol I. Se muestran los dos
principales factores de Pol I: UBF y el complejo SL1 (formado por las subunidades
TAF;168, TAF, 48, TAF; 110 y TBP) (Voit et al., 2015).

1.4 Gendmica de tripanosomatidos

Actualmente se han completado los proyectos de secuenciacion de los genomas
de los tres tripanosoméatidos mas estudiados: L. major, T. brucei y T. cruzi (El-
Sayed et al.,, 2005). Este importante avance ha otorgado una herramienta
poderosa para el estudio de la biologia de estos organismos. A través de estudios
de comparacion entre estos organismos se ha observado que los tres genomas
comparten 6158 genes que codifican proteinas. Ademas, se encontré que los
genomas de las tres especies son altamente sinténicos, esto es, que el orden de
los genes es altamente conservado (Kissinger, 2005). Los genomas de los
tripanosomatidos y sus modos de expresién génica difieren en varios aspectos
importantes de los de otros organismos eucariotas. Los genes codificadores de
proteinas se organizan en grandes grupos de genes direccionales a escala
gendmica, y su transcripcién policistrénica no se regula generalmente en la

iniciacion (Daniels et al., 2010).
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El genoma nuclear de L. major (32.8 Mb) se encuentra distribuido en 36
cromosomas diploides de tamafio relativamente pequeiio (de 0.28 a 2.8 Mb). Se
han predicho 8272 genes codificadores de proteina (de los cuales solo al 36% se
le ha descrito una funcion putativa), 911 genes de RNA y 39 pseudogenes.
Aunque los tres genomas codifican un repertorio muy similar de genes de RNA, su
organizacion difiere entre L. major y las dos especies de tripanosomas. Por
ejemplo, los genes de los rRNA 28S, 18S y 5.8S se encuentran en un arreglo
sencillo en tandem en L. major, pero en distintos loci en varios cromosomas en T.
brucei y T. cruzi. Por otro lado, los genes del rRNA 5S se encuentran en 11
diferentes loci en L. major, pero en un arreglo sencillo en tAindem en T. brucei y T.

cruzi (Berriman et al., 2005).

Cada cromosoma contiene al menos dos unidades de transcripcion, las cuales
pueden ser divergentes o convergentes (Figura 19). La transcripcion policistrénica
de cada unidad genera transcritos primarios largos que se procesan rapidamente
en unidades monocistronicas de mMRNAs por trans-splicing y poliadenilacion.

Sitio de término de la Sitio de inicio de la
transcripcion en dos transcripcion en dos
unidades policistronicas unidades policistronicas
convergentes divergentes
00000 [gere 1][gene2][gene3] [ (I [0
Unidad de transcripcion policistronica

Fig. 19. Organizaciéon del genoma de Leishmania en unidades de transcripcion

policistronica. Se observan los sitios donde convergen y divergen las unidades policistronicas

(Siegel et al., 2011).
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1.4.1 Trans-splicing y poliadenilacion

En el trans-splicing, un mini exon o RNA spliced-leader (SL), que es una
secuencia de 39 nt de longitud, es agregada al extremo 5 de todos los mMRNA
(Daniels et al., 2010). El precursor del RNA SL contiene una estructura cap en su
extemo 5’ y esta formado por el mini exén y por un intrén de aproximadamente
100 bases. A diferencia del splicing convencional o cis-splicing, en el trans-
splicing se libera una estructura en forma de “Y”, en lugar de la estructura en
forma de lazo (lariat) del cis-splicing. En ambos casos el proceso se lleva a cabo
de manera coordinada por varios factores proteicos y los ShRNA U1, U2, U4, U5y
U6 (Michaeli, 2011).
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Fig. 20. Transcripcién y procesamiento de mRNAs en tripanosométidos. La
transcripcion de los PGCs (clusters de genes policistronicos) inicia en las regiones SSR y
termina en regiones que contienen genes tRNA. La transcripcion de una PGC produce un
transcrito primario que se procesa mediante trans-splicing y poliadenilacion para generar
los mRNA maduros. Mediante trans-splicing, se agrega una secuencia de RNA
denominado spliced leader (SL) al extremo 5 ' de cada mRNA. También se muestran
algunos factores de transcripcion como TRF4 y SNAP50 que se unen a los sitios de inicio
(Martinez-Calvillo et al., 2010).
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En tripanosomatidos la mayoria de los componentes individuales de la maquinaria
de poliadenilacion permanecen conservados, aunque solo tres subunidades del
complejo CPSF (CPSF30, CPSF73 y Fipl) han sido identificadas como ort6logos
de sus homdlogos de mamiferos. Por otro lado, la sefal de poliadenilacion esta
pobremente definida en tripanosomatidos, puesto que no se conservan los dos
elementos candnicos de accion cis: AAUAAA vy la secuencia rica en U / GU.
Estudios recientes han indicado una estrecha regulaciéon en el proceso de
poliadenilacion por componentes del empalmosoma, en particular entre el factor
de poliadenilacion CPSF73 y el snRNA U1 (Koch et al., 2016).

1.4.2 Transcripcién en tripanosomatidos

En este grupo de organismos se sabe poco sobre transcripcion. A diferencia de la
mayoria de los organismos eucariotas, la transcripcién en tripanosomatidos es
policistronica. La mayoria de los cromosomas contienen al menos dos PGCs
(clusters de genes policistronicos) también llamadas unidades policistronicas o
unidades de transcripcion, que pueden transcribirse divergentemente (hacia los
telobmeros) o transcribirse convergentemente (desde los telémeros) (Martinez-
Calvillo et al., 2003 y 2004). La transcripcion de Pol Il inicia rio arriba del primer
gen de una unidad policistrénica, en regiones llamadas SSR (Figura 20). Estas
regiones no contienen cajas TATA ni ningun otro elemento promotor tipico de Pol
II. Varios factores generales de transcripciéon de Pol Il han sido identificados en
tripanosomatidos, incluyendo TFIIA, TFIIB y TFIIH (Martinez-Calvillo et al., 2010).

Otra caracteristica distintiva de Leishmania y otros tripanosomatidos es que el
rRNA 28S se encuentra fragmentado en 6 moléculas de rRNA independientes:
28Sa, B, v, 6, ¢ y C (White et al., 1986). L. major contiene alrededor de 12 copias
de la unidad del rRNA, localizadas en tandem en el cromosoma 27. El sitio de
inicio de la transcripcién de Pol | en la unidad del rRNA de L. major fue localizado
a 1043 pb rio arriba del gen del rRNA 18S. Una regién promotora pequefia que

abarca hasta la base -183 (en relacion al sitio de inicio de la transcripcion) fue
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identificada (Martinez-Calvillo et al., 2001). Ademas, se observo que varias marcas
epigenéticas relacionadas con activacion de la transcripcion estan enriquecidas en
dicha regién promotora (Vizuet-de-Rueda et al., 2016). En tripanosomatidos no
han sido identificados los factores de transcripcion UBF y SL1, esenciales para el
reclutamiento de Pol I. Sin embargo, en T. brucei se identificO y caracterizé un
factor de transcripcion de Pol I, llamado CITFA, que parece ser exclusivo de los
tripanosomatidos (Nguyen et al., 2014). Por otro lado se han identificado las 12
subunidades que componen a Pol | en T. brucei y se ha determinado la existencia
de una subunidad especifica de tripanosomatidos, llamada RPA31, la cual es
esencial para la transcripcion in vitro de Pol | y la viabilidad celular (Das et al.,
2008).

Las especies de tripanosomatidos africanos albergan la Unica Pol | conocida que
transcribe no solo genes de rRNA sino también genes codificantes de proteinas.
Es importante destacar que estos genes codificadores de proteinas incluyen los
qgue codifican las glicoproteinas variables de superficie (VSG), que cubren la
superficie de la célula de las formas sanguineas, y también la prociclina, la
principal proteina de superficie del estadio de la mosca tsetsé. De esta manera, la
transcripcion de Pol | en tripanosomas africanos esta intimamente ligada a la
diferenciacion entre las etapas del ciclo de vida y también a la supervivencia en el

hospedero mamifero (Daniels et al., 2010).

1.4.3 Isoformas de Elp3 en tripasosomatidos: Elp3ay Elp3b

Se sabe muy poco del proceso de elongacién de la transcripcion en Leishmania y
otros tripanosomatidos. En relaciéon al complejo Elongador, en tripanosomatidos
s6lo ha sido identificada la subunidad Elp3 (Alonso y Serra, 2012). De hecho,
existen dos isoformas relacionadas con Elp3 en este grupo de organismos: Elp3a
y Elp3b (Alsford y Horn, 2011). De manera interesante, se ha demostrado que en
T. brucei Elp3b juega un papel muy importante en la regulacion de la elongacion

de Pol I. Esta conclusién es apoyada por el aumento de la transcripcién de los
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genes de rRNA en lineas celulares donde se redujo la expresion de Elp3b. De
igual manera se comprobd que Elp3b controla selectivamente la transcripcion de
rRNA, y no la de las VSG y las prociclinas, lo que indica una capacidad para
distinguir entre diferentes unidades de transcripcion de Pol I. Ademas, se definié a
Elp3b como una proteina nucleolar. Por otro lado, la funcién de Elp3a no ha sido
analizada, aunque se ha determinado que se localiza en la periferia nuclear en T.
brucei (Alsford y Horn, 2011).

1.4.4. Eliminacién de genes en L. major

Al proceso de introduccién de fragmentos de DNA en células eucariontes que
inducen un cambio en la expresion génica se le denomina transfeccion. De esta
manera existen dos tipos de transfeccion: 1) los métodos quimicos que consisten
en la formacion de complejos de DNA que son introducidos a la célula a través de
diversas rutas metabdlicas (endocitosis e incorporacion por afinidad a la
membrana celular); y 2) los métodos fisicos, por medio de los cuales se introduce
mecanicamente alguna molécula o fragmento de DNA (microinyeccion vy

electroporacion) (Laban et al., 1990).

Desde diversos enfoques se ha demostrado desafiante el estudio de Leishmania
debido a los cromosomas supernumerarios y las complejidades que presenta en
su expresion genética a lo largo de su ciclo de vida (Beverley, 2003). En contraste,
la disponibilidad de secuencias del genoma de Leishmania, de facil busqueda con
el recurso en linea, ha permitido el estudio de genes esenciales que regulan
procesos celulares fundamentales. En su mayor parte, estos estudios se han
centrado en el analisis de la funcion mediante la manipulacién genética de ciertos
genes utilizando la recombinacion homdloga para insertar transgenes en el
genoma. La sustitucion génica se realiza por transfeccion de promastigotes
prociclicos con un vector lineal que contiene un gen de resistencia a un farmaco

flanqueado por brazos de homologia para el locus del gen blanco. Dado que
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Leishmania es un organismo diploide se requieren de dos marcadores para la

eliminacién de ambos alelos (Duncan et al., 2017).

Entre los factores variables para la transfeccion en Leishmania por electroporacion
se encuentran: la densidad celular, la concentracion y pureza del DNA, las
condiciones de seleccion de las células transfectadas y la duracion del pulso
eléctrico. Ademés se ha reportado que para una recombinacibn homodloga
eficiente en Leishmania se requieren entre 150 y 200 pb (Alsford y Horn, 2011;
Kapler et al., 1990).

A pesar de la eficacia de la sustitucion de genes de Leishmania por genes de
resistencia que contienen flancos homologos al locus del gen enddgeno, al
reemplazar genes que son esenciales para la viabilidad del promastigote la
plasticidad genomica de Leishmania puede dar lugar a la seleccién de la
aneuploidia, o células con elementos extracromosOémicos que conservan una
copia del gen blanco a pesar de su sustitucion. La seleccion de tales células
proporciona pruebas de la importancia del gen, pero no es suficiente para
demostrar la esencialidad o para estudiar la funcion de los genes esenciales. La
expresion de una copia exogénica del gen blanco en un episoma, permite la
sustitucion de copias de genes enddgenos sin la seleccidon de clonas con
aneuploidia, la retencibn de este episoma en ausencia de seleccién puede

proporcionar evidencia de que es un gen esencial (Duncan et al., 2017).

Resulta necesario estudiar la funcién de Elp3b en otros tipanosométidos, para asi
determinar si la participacion de Elp3b en la sintesis de rRNA es una caracteristica
distintiva de todos los miembros de esta familia de parasitos. En el presente
trabajo se inici6 el estudio de Elp3b en L. major, intentando obtener cultivos knock-
out, por medio de recombinacion homdéloga, en los que se haya eliminado una o

las dos copias alélicas del gen de Elp3b en cultivos de promastigotes.

26



2. Objetivos

2.1. Objetivo general

e Generar clonas celulares knock-out de Elp3b en L. major, partiendo

de un cultivo que exprese la proteina recombinante Elp3b-PTP.

2.2. Objetivos particulares

e Determinar la presencia de secuencias conservadas en Elp3Db,

mediante andlisis in silico.

e Predecir las estructuras secundaria y tridimensional de Elp3b con

programas bioinformaticos.

e Generar y caracterizar clonas celulares en las que una copia del gen
de Elp3b haya sido eliminada por recombinacién homadloga (knock-

out sencillo).
e Producir y analizar clonas celulares en las que las dos copias del

gen de Elp3b hayan sido eliminadas por recombinacién homdloga
(knock-out doble).
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3. Materiales y Métodos

3.1. Andlisis in silico

La secuencia de Elp3b de L. major y sus ortdlogos en otras especies se obtuvieron
de las bases de datos de NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), TriTrypDB

(http://tritrypdb.org/tritrypdb) y GeneDB (http://www.ncbi.nim.nih.gov). Estas fueron

analizadas mediante los programas bioinforméticos: Blast 2.0 (Basic Aligment
Search Tool), Clustal w 1.82 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?), Swiss-
PDBViewer 4.1 y DNAMAN 3.0.

3.2. Cultivo y conteo de parésitos

Se crecieron promastigotes prociclicos de la cepa L. major Friedlin en medio
liquido BM (suero fetal bovino 10%, infusion de cerebro-corazon 0.25x%, medio 199
0.5x, HEPES 40 mM, hemina 0.01 mg/mL, biotina 0.02%, biopterina 1.25x,
penicilina 100 U/mL, estreptomicina 0.1 mg/mL, pH de 7.4) a 27°C hasta alcanzar
la fase media logaritmica. Para mantener a los parasitos en dicha fase, los cultivos
se iniciaron con 5x10° cel/mL, llevando a 5 mL con medio BM fresco, vy

resembrando cada 24 h.

Para el conteo se tomaron 50 pL de cultivo, diluyéndolos en 450 puL de PBS-
Formaldehido al 2%. De la dilucién se tomaron 10 pL y se colocaron en una
camara de Neubauer, contando los parasitos ubicados en los cuadros en diagonal
de cada uno de los cuadrantes de la esquina (Figura 21). Posteriormente, el
resultado se multiplicd por 10° para asi obtener el nimero total de parésitos por

mililitro.
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Fig. 21. Esquema de la cdmara de Neubauer. Se sefialan en azul las areas que se
tomaron en cuenta para realizar el conteo de parasitos.

Para su mantenimiento a largo plazo, los cultivos fueron congelados en nitrégeno
liquido. Para ello, 8x10’ células en fase media logaritmica se centrifugaron a
4,000 rpm durante 12 min a 4°C; la pastilla fue resuspendida en 2 mL de suero
fetal bovino con 10% de dimetilsulfoxido. Las células fueron transferidas a un
criovial y se mantuvieron a -70°C durante toda la noche. Finalmente, los crioviales

fueron etiguetados y almacenados en nitrégeno liquido.

3.3. Extraccion de DNA gendmico

La extraccion de DNA se realizé a partir de un total de 3x10® promastigotes en
fase media logaritmica empleando el método convencional de fenol-cloroformo-
alcohol isoamilico, para el cual los parasitos se centrifugaron a 5,000 rpm durante
10 min. Posteriormente se resuspendio la pastilla en 5 ml de una solucién de lisis
que contiene 5 puL de SSC 1x (NaCl 3 M y citrato de sodio 0.6 M), 5 mL de TNE
pH 8.0 (Tris 40 mM, EDTA 1 mM y NaCl 15 mM), sarcosyl 0.5% y 100 pg de

proteinasa K. Las muestras se agitaron en vortex (Daigger Genie 2) y se
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mantuvieron a 55°C durante 2 h. Posteriormente se adicionaron 0.5 volimenes de
fenol y 0.5 volumenes de cloroformo y se centrifug6é a 4,000 rpm durante 10 min a
4°C, se transfirié la fase superior acuosa a un tubo nuevo y se precipitd con 0.1
volimenes de acetato de sodio 3 M y 2.5 volimenes de etanol absoluto a -20°C
toda la noche. Al siguiente dia se centrifugdé a 9,000 rpm durante 15 min a 4°C y
se lavo la pastilla dos veces, la primera con etanol al 70% y la segunda con etanol
absoluto. Finalmente el DNA se resuspendié en 300 uL de Tris-EDTA pH 7.8 (Tris-
HCI 10 mM y EDTA 0.2 mM). La calidad y concentracion del DNA se evalud por
espectrofotometria a 260 nm (1 D. O. a 260 nm= 50 pug/mL) y por electroforesis en
geles de agarosa al 0.8% con amortiguador TBE 1x y Midori Green Advance como
agente intercalante para visualizar los acidos nucleicos con luz UV; dichos geles
fueron observados y fotografiados en un sistema de documentacion de geles Bio
Sens SC645 con el software PSRemote V 1.6.3.

3.4 Eliminacion de sales de muestras de DNA

La desalacion de las muestras se realizé con el kit NucleoSpin Extract Il
(Macherey Nagel). Este método es utilizado para remover sales, enzimas y dNTPs
de muestras de DNA. Se usaron 2 volimenes de buffer NT por cada volumen de
muestra. Esta se coloco en una columna con membrana de silica incluida en el kit,
que a su vez se posiciond dentro del tubo colector y se centrifugé a 11,000 x g
durante 1 min. Luego se agreg6 600 pL de buffer NT3 y se volvié a centrifugar a
11,000 x g durante 1 min y de igual manera se eliminé el excedente. Finalmente,
para eliminar el excedente de liquido en la membrana, se centrifugé a 11,000 x g
durante 2 min colocando posteriormente la columna en un tubo eppendorf nuevo

para resuspender el DNA en 30 pL de buffer de elucion.
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3.5. Amplificacion de DNA por medio de reaccidén en cadena de
polimerasa (PCR)

Para la amplificacion de las secuencias especificas de DNA, se efectuaron
multiples reacciones de PCR. Las reacciones se llevaron a cabo en tubos de PCR,
donde se adicion6 buffer KAPA Tagq PCR con MgCl, 2 mM (1x), mezcla de dNTPS
200 pM, oligonucledtidos sentido y antisentido (200 uM), el DNA molde (100 ng) y
de 1 a 3 U de DNA polimerasa KAPA Taq (Promega), dependiendo del fragmento
a amplificar, llevando a un volumen final de 50 pL con agua destilada. El perfil
térmico empleado consistié6 en 30 ciclos, incluyendo desnaturalizacion a 95°C
durante un min, la hibridacion entre 50-60°C durante un min, la extension a 72°C
durante 1-3 min y un ciclo de extensién final a 72°C durante 7 min. Dichas
reacciones se realizaron en el termociclador Corbett Research. En la Tabla 1 se

muestran los oligonucleétidos empleados en las amplificaciones.

Oligonucleotido Secuencia Tamafio del Region

amplificado | amplificada

Elp3b-5’-for-Xbal ATCTAGACACAAGCACACACTGTGCACG UTR-5 para
566 pb ligar a pac
Elp3b-5’-rev- AGAATTCCCGAGATGCGAGATGCGAGAT
EcoRI
Elp3b-5’-for-Xbal ATCTAGACACAAGCACACACTGTGCACG UTR-5 para
566 pb ligar a hyg
Elp3b-5’-rev-Spel | AACTAGTCCGAGATGCGAGATGCGAGAT
Elp3b-3’-for-Sacl AGAGCTCAGAGACGAATCCGCGTAAGC UTR-3 para
536 pb ligar a pac o

Elp3b-3’-rev-Xhol ACTCGAGAAGCAACACGGTCACGAGGC hyg

Tabla 1. Oligonucleétidos empleados para la amplificacién de las regiones

intergenicas 3’ y 5’ de Elp3b en L. major.

3.6. Ligacion

Las secuencias amplificadas por PCR y purificadas fueron ligadas en el plasmido
pGEM-T Easy (Promega) (Figura 22), un vector utilizado para la clonacion directa

de productos de PCR que posee dos genes de seleccion para bacterias
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transformadas (resistencia a ampicilina y el gen LacZ, que codifica para la enzima
B-galactosidasa). Este plasmidos se uso6 para la ligacion de las secuencias 5’-UTR
y 3-UTR de Elp3b. Las reacciones para la ligacion se realizaron con 100-200 ng
de inserto, 37.5 ng del vector pGEM-T Easy, 1 pL de ligasa T4 DNA (3U/uL) y 5 uL
de buffer Rapid Ligation 2x, llevandolo a un volumen final de 10 pL con agua

desionizada e incubando a 4°C toda la noche.

Xmnl 2009
Scal 1890 Nael 2707 / Fpnai PELL
\ Aatll 20
f1 ori Sphl 26
BstZl | 31
Ncol 37
e (£
pGEM®-T Easy lacZ sgé” 49
Vector ! EcoRl | 52
(3015bp)
Spel 64
EcoRl 70
Notl 77
BstZI T4/
Pstl 88
ori Sall 90
Ndel 97
Sacl 109
BstXI 118
Nsil 127
141

Fig. 22. Mapa del vector pGEM-T Easy y sus puntos de referencia.

3.7. Transformacién de células competentes de E. coli

Para la transformacion se utilizaron 200 yL de células competentes de E. coli
JM109 (1>107 ufc/pug de DNA, Promega), las cuales fueron transferidas al fondo
de un tubo cénico de 15 mL y se mezclaron con los productos de ligacion,
incubando en hielo por 20 min. Posteriormente se efectud0 un choque térmico
durante 45 s en un bafio de agua a 42°C, para colocar en hielo nuevamente por 2
min. Enseguida se adicionaron 800 pL de medio SOC (triptona 2%, extracto de
levadura 0.5%, NaCl 1%, KCI 2.4 mM, MgCl, 1% y glucosa 2%) y se incubd a

37°C con una agitacion constante de 200 rpm durante 1.5 h. Finalmente las

32



células fueron centrifugadas durante 2 min a 7000 rpm, la pastilla resuspendida en
100 pL de medio SOC, para posteriormente ser esparcidas en cajas Petri con
medio LB agar (peptona de caseina 1%, extracto de levadura 0.5% y NaCl 0.5%)
suplementado con ampicilina 0.01%, IPTG (50 mg/mL). Finalmente las células se

dejaron crecer toda la noche a 37°C.

3.8. Purificacion de plasmidos por minipreps

Para la purificacion de los plasmidos a pequefia escala, fue necesaria la seleccion
de colonias de E. coli blancas, es decir, resistentes a ampicilina y sin la capacidad
de degradar X-Gal. Dichas colonias fueron empleadas para inocular 5 mL de
medio LB con ampicilina (100 pg/mL) en tubos de ensayo, los cuales se incubaron
a 37°C con agitacion suave de 220 rpm toda la noche. Para la purificacion fue
empleado el kit NucleoSpin Plasmid (Macherey Nagel), siguiendo las indicaciones
del fabricante. Para ello se centrifugaron las células 11,000 x g durante 30
segundos para eliminar el medio LB, después se afiadieron 250 pL del buffer de
resuspension Al y se agito en vortex; luego se agregaron 250 pL del buffer de lisis
A2 y se mezcld, posteriormente se incubd a temperatura ambiente por 5 min y se
adiciono el buffer neutralizador A3 para después centrifugar a 11,000 x g durante
10 min a temperatura ambiente. Por otro lado se coloc6é una columna con la
membrana de silica en un tubo colector y se le agregd la mezcla anterior, se
centrifugd a 11,000 x g por 1 min y se eliminoé la descarga que quedd en el tubo
colector. Se volvid a colocar en el tubo colector y se adicion6 Buffer de lavado A4
para centrifugar a 11,000 x g durante 1 min. Finalmente la columna se colocé en
un tubo eppendorf estéril de 1.5 mL y se adicionaron 50 uL de buffer de elucién AE

y se centrifug6 a 11,000 x g por 1 min obteniendo asi el plasmido purificado.
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3.9. Purificacion de plasmidos a gran escala

Los plasmidos a gran escala (maxipreps) fueron preparados con el kit QIAfilter™
Plasmid Maxi Kit de QIAGEN®, siguiendo las indicaciones del fabricante. Para ello
se centrifugaron las células provenientes de cultivos de 500 mL a 11,000 x g
durante 30 segundos para eliminar el medio LB y se resuspendio la pastilla en 250
uL de buffer P1, se agito en vortex y se agregaron 250 uL de buffer P2 mezclando
por 5 min a temperatura ambiente para después agregar el buffer P3 y colocar en
una columna con un tubo colector. Posteriormente se centrifugd a 11,000 x g por 1
min y se elimind la descarga del tubo colector, luego se realiz6 un lavado con
buffer QC a 11,000 x g por 1 min y finalmente la columna se coloc6 en un tubo
eppendorf estéril y se agregd buffer QF para la elucién y se centrifugd a 11,000 x
g por 1 min para dar termino a la purificacion del plasmido.

3.10. Construccién de vectores

Con la finalidad de remplazar las dos copias de Elp3b en L. major se utilizaron
genes de resistencia a higromicina (hyg) y puromicina (pac) que se integrarian por
recombinacién homdéloga, siguiendo una estrategia descrita previamente
(Martinez-Calvillo et al., 2005). Para ello se generaron vectores en los cuales los
genes de resistencia a farmacos quedarian flanqueados por las regiones
intergénicas 5’ y 3’ de Elp3b. Dichas regiones intergénicas se generaron mediante
la amplificacion por PCR de los fragmentos 5-UTR y 3’-UTR de Elp3b y su
clonacién en el vector pGEM-T Easy. Por otro lado los genes de resistencia a
higromicina y puromicina se obtuvieron de los vectores pX63PAC y pX63HYG
digiriendo con las enzimas EcoRI-Sacl y Spel-Sacl respectivamente. Ademas el
vector pBluescript Il SK fue digerido con las enzimas Xbal y Xhol. Una vez que se
contd con todos los fragmentos requeridos para la construccion de los plasmidos
pAElp3bHyg y pAElp3bPac, se procedi6 a realizar la ligacion de los tres
fragmentos con el vector en un solo paso. Para el vector pAElp3bPac, fueron

ligadas al vector pBluescript Il SK las regiones 5’-UTR/Xbal-EcoRI, 3’-UTR/Sacl-
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Xhol y el gen de resistencia a puromicina. Para el vector pAElp3bHyg se ligaron
en el vector pBluescript Il SK las regiones 5’-UTR/Xbal-Spel, 3'-UTR/Sacl-Xhol y
el gen de resistencia a higromicina. La secuenciacion de los diferentes vectores se
llevdo a cabo en la Unidad de Biotecnologia y Prototipos (UBIPRO) de la FES
Iztacala. Las muestras se procesaron en el Secuenciador Automatico 3100,

Genetic Analyser of Applied Biosistems.

3.11. Ensayos de restriccion

Con la finalidad de realizar la transfeccién de los promastigotes de L. major
con los genes de resistencia y las regiones flanqueantes 5’ y 3’ de Elp3b se
procedio a liberar dichos cassettes mediante digestiones con enzimas de
restriccion. Usualmente se realizaron 8 digestiones con 10 pg de cada
plasmido (pAElp3bHyg y pAElp3bPac) (Figura 23) con Xbal, Xhol, Xmnl y
Scal (BioLabs®Inc.), con 5 pL de buffer Cutsmart (BioLabs®Inc.) en un

volumen final de 50 pL, por 6 horas a 37°C.

A Xmnl (5489)

Scal (5288)
Xhol (668)

Xhol (668)

UTR 3
UTR 3

Sacl (1204)

Sacl (1204  AMP
PAEIp3b-Hyg pAEIp3b-Pac

5802bp

Sacl
(3603)

Xbal (3575)
Xbal (3463)
Spel (3009) EcoRI (2897)

Fig. 23. Mapa de los vectores pAElp3b-Hyg (A) y pAElp3b-Pac (B). Se muestran los
vectores que contienen los genes de resistencia, asi como sus respectivos sitios de
restriccion.
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3.12. Purificacion de los cassettes de hyg y pac

El DNA plasmidico digerido fue analizado en geles de agarosa (Agarose D-1 low
EEO PRONADISA) preparado a una concentracion de 0.8% con amortiguador
TBE 1x (Tris Base-HCI 5.4%, acido bérico 2.74% y EDTA 0.46%) y tefiido con
Midori Green Advance. Los geles se dejaron polimerizar durante 30 min y se
corrieron inmersos en TBE 0.5x en una camara de electroforesis (Gel XL Ultra V-2
Labnet), durante 30 min A 100 v. Las muestras fueron resuspendidas en buffer de
carga 6%, ademas se emplearon marcadores de peso molecular (1 kb ladder,
Invitrogen); la visualizacion de las muestras en gel para su extraccion se llevé a
cabo mediante un transiluminador de luz UV (M-26 UVP), esto para identificar las
bandas a purificar y éstas fueran cortadas inmersas en la agarosa. La purificacion
de las muestras de DNA se realizé con ayuda del Kit Nucleospin Extract I
(Macherel Nagel), siguiendo las indicaciones del fabricante. Brevemente, el
fragmento de agarosa se colocé en un tubo eppendorf de 1.5 mL y se peso6 para
adicionarle 200 pL de buffer NT por cada 100 mg de agarosa; se incub6 a 50°C
durante 10 min vortexeando para la muestra durante la incubacion. Cuando la
agarosa se disolvi6 completamente las muestras se colocaron en una columna
incluida en el kit, la cual tiene una membrana de silica que retiene el DNA. La
columna se colocé en un tubo colector y se centrifugd a 1,000 x g durante 1 min
eliminando el excedente retenido en el tubo. Después se adicionaron 600 pL de
buffer NT3, se centrifugd a 11,000 x g durante 1 min y se volvié a eliminar el
excedente del tubo colector. Para secar la membrana se volvié a centrifugar a
11,000 x g durante 2 min y finalmente el DNA en las columnas se resuspendié en
un volumen de 30 pL en un tubo eppendorf nuevo y estéril. Este método remueve
la agarosa, ademas de enzimas y dNTPs, de las muestras de DNA a purificar.
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3.13. Electroporacion de promastigotes de L. major

Fueron transfectados 1x10° promastigotes de L. major por electroporacién. Los
parasitos fueron centrifugados por 12 min a 4,000 rpm a 4°C. La pastilla fue
resuspendida en 10 mL de PBS-G (PBS con glucosa al 2 %). Posteriormente se
centrifugd nuevamente y la pastilla fue resuspendida en 10 mL de buffer Cytomix
(Hepes 25 mM, KCI 120 mM, CacCl, 0.15 mM, K;HPO, 10 mM, EDTA 2 mM y
NaCl, 5 mM); las células fueron centrifugadas y resuspendidas en 400 pL del
mismo buffer. Las células se transfirieron a una celdilla de electroporacion con gap
de 4 mm (BTX) previamente enfriada con hielo. Posteriormente se agregaron de 5
a 10 pg de DNA a transfectar y se mezcld, manteniendo en hielo 10 min. Con
ayuda del electroporador BTX, se dio un pulso eléctrico de 1600 V, 25 Ohms y 5
UF, y las celdillas fueron colocadas inmediatamente en hielo por 10 min. Los
parasitos electroporados fueron transferidos a tubos conicos de 50 mL con 10 mL
de medio BM sin farmaco, dejandolas crecer a 27°C en agitacién suave. Durante
los dos dias posteriores se adicionaron los farmacos correspondientes; el primer
dia se adicion6 la mitad de concentracién de los farmacos y para el segundo dia
se agrego el resto de los mismos, quedando a una concentracion final de: 16
pg/mL de higromicina y/o 12.5 pM de puromicina. Cuando se trabajé con los
cultivos que expresan la proteina recombinante Elp3-PTP, se agregé ademas 25
pHg/mL de G418.

Los cultivos transfectados se mantuvieron bajo vigilancia en agitacién suave en los
tubos conicos hasta observar crecimiento celular, para posteriormente transferirlos
a cajas de cultivo. Se realizaron resiembras con medio con farmaco cada que fue

necesario.

3.14. Ensayo tipo Western-blot

Con la finalidad de confirmar que la linea celular L. major/Elp3b-PTP expresa la

proteina recombinante pEIp3b-PTP (Figura 24), se llevd a cabo un ensayo de
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Western-blot. Para ello, inicialmente se realiz6 una electroforesis en gel de
poliacrilamida con dodecil sulfato sodico (SDS-PAGE); usando un sistema
discontinuo, en el que se empled un gel concentrador de poliacrilamida (BioRad) al
10% con Tris-HCI 1.9 M, SDS 0.5%, TEMED 0.25% y glicerol; y un gel separador
de poliacrilamida al 3.9% con Tris-HCI| 160.6 mM pH 6.8, SDS 0.12%, azul de
bromofenol 0.55% y TEMED 0.06%. Se prepararon las muestras correspondientes
a 20x10° células, las cuales se centrifugaron a 5,000 rpm a 4°C, las pastillas
fueron lavadas con PBS y finalmente resuspendidas en 20 puL de PBS+buffer
Laemmli 1x (Tris-HCI 83 mM pH 6.8; SDS 118 mM; azul de bromofenol 99.5 uM;
glicerol 33.3%). Ademas de las muestras, se cargé marcador de peso molecular
(Broad Range Protein Molecular Weight Markers Promega). Para realizar el
fraccionamiento de la muestra se utilizo buffer de corrida 1x (Tris base 24.76 mM;
glicina 191.82 mM; SDS 3.54 mM); se empled un voltaje de 80 V con 15 mAmp

constantes durante 2 h.

\ Prot C TEV Prot A Flag .

Xbal Prot A
TEV

Elp3b
Amp"

pElp3b-PTP

Kpnl

Xmal

Kpnl

Ncol

Fig. 24. Mapa del vector pElp3-PTP. El gen Elp3b se encuentra fusionado a la bandera
PTP (~95 kDa) formada por dos dominios de unicon IgG de la proteina A (Prot A) y un
dominio de la proteina C (Prot C), separados por un sitio de corte de la proteasa TEV.
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La transferencia de las proteinas fraccionadas mediante SDS-PAGE a la
membrana de PVDF se realiz6 empleando buffer de transferencia 1x (Tris base 25
mM; glicina 191.8 mM; metanol 20%) con pH 8.3. Las condiciones para la
transferencia fueron: 90 V y 500 mAmp, durante 2 h. La membrana fue
previamente bloqueada con una solucion de leche al 5% y PBS Tween 0.1%,
durante toda la noche a 4°C. Posteriormente se realizé una dilucion del anticuerpo
1:300 en una solucién de leche al 0.1% y PBS-Tween 0.1% con el cual se incub6
la membrana. Los anticuerpos usados fueron: Anti-Prot A, Anti-Prot C, PAP y
FLAG (Sigma-Aldrich) que reconocen a la bandera PTP. Finalmente se empleé el
sistema ECL™ Western Blotting Detection Reagents (GE Healthcare, Amersham)

para el revelado.

39



4. Resultados

4.1. Analisis bioinformaticos

Los analisis bioinformaticos siguieron la légica de la estructura de las proteinas.
Primero se estudié la estructura primaria de Elp3b con el alineamiento de la
secuencia de aminoacidos. Después se llevo a cabo la identificacion de residuos y
secuencias conservadas asi como los residuos potencialmente fosforilables.
Posteriormente se predijo la estructura secundaria y finalmente se modeld, por

homologia, la estructura terciaria o tridimensional de Elp3b.

4.2. Analisis de la secuencia de Elp3b de L. major

Con el fin de determinar si Elp3b de L. major posee los dominios caracteristicos de
Elp3 en otros organismos, se realizd6 un alineamiento multiespecie con las
secuencias de aminoacidos de algunos ort6logos de organismos eucariontes (H.
sapiens, S. cerevisiae y Arabidopsis thaliana) y un organismo procarionte

(Dehalococcoides mccartyi) (Figura 25).

Las secuencias se obtuvieron de la base de datos NCBI y de TriTrypDB para ser
alineadas con Clustal Q. En primera instancia observamos que el tamafio de Elp3
varia considerablemente entre las diferentes especies, presentandose en un rango
de 459 aminoacidos (en D. mccartyi) a 704 residuos (en L. major) (Figura 25). Al
obtenerse los porcentajes de identidad, se encontré que en general la secuencia
de todos los ortélogos esta medianamente conservada (Tabla 2). La secuencia
mas parecida a Elp3 de L. major resultd ser el ortélogo de D. mccartyi (38.1% de
identidad). Resalta la alta conservacion entre los ortélogos de H. sapiens y S.
cerevisiae (73.9% de identidad).
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Fig. 25. Alineamiento multiespecie de Elp3b y sus ortélogos. Comparacion de la
secuencia de Elp3b de L. major (LmElp3b) (LmjF.23.1350) con Elp3 de H. sapiens
(HsEIp3) (BAB14138), S. cerevisiae (ScElp3) (NP_015239), A. thaliana (AtElp3)
(CAI79647) y D. mccartyi (DmcEIp3) (CAI82774). Se observan residuos altamente
conservados sombreados de negro asi como residuos semiconservados sombreados de
gris. Se sefial6 el radical SAM (caja azul) y el dominio HAT acetiltransferasa (caja rosa).
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A pesar de que la secuencia de Elp3b de L. major no esta altamente conservada,
si presenta los dos dominios caracteristicos de todos los ortélogos de Elp3: el
radical SAM (con su tipico cluster de hierro-azufre, Fe-S) y el dominio de
acetiltransferasa (HAT) (Figura 25). Estos dos dominios justamente corresponden

a las dos regiones mas conservadas de la proteina (Figura 25).

L. major

Elp3b 100% 38.14% 33.02% 35.04% 33.52%
D. mccartyi

Elp3 - 100% 41.05% 42.01% 42.01%
S. cerevisiae

Elp3 - - 100% 73.90% 68.60%
H. sapiens

Elp3 - - - 100% 72.94%
A. Thaliana

Elp3 - - - - 100%

Tabla 2. Porcentajes de identidad entre ortélogos de Elp3b. Se resalta el porcentaje
de identidad entre L. major y D. mccartyi.

Con el fin de determinar la presencia del gen Elp3b en otros tripanosomatidos, se
llevaron a cabo busquedas de tipo BLAST en las bases de datos de L. braziliensis
y T. cruzi. Ademas, se analiz6 la secuencia de T. brucei (trytrip). Asi se encontré
que el gen de Elp3b se localiza en el cromosoma 23 en L. brazilienzis, al igual que
en L. major. La comparacion de las secuencias revel6 una muy alta conservacion
de Elp3b en tripanosomatidos (Figura 26 y Tabla 3). Como se esperaba, Elp3b de
L. major es mas parecido al ortdlogo de L. braziliensis (93.5% de identidad) que a
los ortélogos de T. cruzi y T. brucei (72.7 y 72.6%, respectivamente) (Tabla 3). Los
dominios SAM y HAT son particularmente conservados entre Elp3b de los

tripanosomatidos (Figura 26).
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Fig. 26. Alineamiento de Ila secuencia de aminoacidos de ElIp3b en
tripanosomatidos. Se comparan las secuencias de L. major (Lm) (LmjF.23.1350), L.
brazilienzis (Lb) (LbrM.23.1470), T. brucei (Tb) (Tb927.8.3310) y T. cruzi (Tc)
(Tc00.1047053509769.110). Se observan residuos altamente conservados sombreados
de negro, asi como residuos semiconservados sombreados de gris. Se sefala el radical
SAM (caja azul) y el dominio HAT (caja rosa): También se indica la estructura secundaria
predicha para Elp3b de L. major. Las espirales indican a-hélices (se marcan las 9 a-
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hélices que son mas evidentes en la estructura terciaria de Elp3b) y las flechas denotan
B-plegadas. Las flechas rojas verticales sefialan las cisteinas conservadas que conforman
el cluster Fe,S, mientras que la barra roja horizontal sefiala el posible sitio de union de S-
adenosilmetionina, el cual se caracteriza por poseer regiones conservadas de glicinas.

L. major
Elp3b 100% 93.53% 72.63% 72.75%
L. brazilienzis

Elp3b - 100% 76.67% 76.02%
T. brucei

Elp3b - - 100% 79.37
T. cruzi

Elp3b - - - 100%

Tabla 3. Porcentajes de identidad entre ortdlogos de Elp3b en tripanosomatidos.

En resumen, Elp3b de L. major presenta las caracteristicas distintivas de los
ortélogos de Elp3: el dominio radical SAM en el extremo amino, y el dominio HAT

en el extremo carboxilo (Figura 27).

yL SAM HAT
Lm Elp3b 704 aa

Jy J,SAM HAT
e ———— I ——— 1 s

b sam HAT
Hs Elp3 547 aa

,]! SAM HAT

pmeElp3 [

459 aa

Fig. 27. Esquematizacion de los dominios conservados en Elp3. Se muestra al radical
SAM con su caracteristico cluster de Fe,;S, (flecha roja) y el posible sitio de union a S-
adenosilmetionina (flecha azul), asi como el dominio HAT en L. major (Lm), T. brucei
(Tb), H. sapiens (Hs) y D. mccartyi (Dmc). Se indica el respectivo tamafio de cada
proteina.
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4.3. Prediccion de la estructura secundaria y tridimensional de Elp3b

La estructura secundaria predicha de Elp3b de L. major fue generada con el
programa bioinformatico Phyre® (Figura 25). En el dominio radical SAM se
presentaron 9 a-hélices y 4 B-plegadas, lo cual concide con reportes que indican
que este dominio se caracteriza por la presencia de multiples a-hélices y B-
plegadas (Frey et al., 2008). Por otro lado el dominio HAT present6 2 a-hélices, lo
cual coincide con lo reportado para otros dominios HAT (Clements et al., 1999).
Asimismo, para obtener la probable estructura tridimensional de los dominios SAM
y HAT de Elp3b de L. major se usoé el programa Swiss-model, empleando como

templado el cristal de Elp3 de D. maccartyi (Glatt et al., 2016).

Fig. 28. Modelado tridimensional de Elp3b de L. major por homologia con D.
mccartyi. (A) Se muestra el modelo generado de Elp3b de L. major y se enumeran las a-
hélices mas evidentes que constituyen al radical SAM (B) se muestra el modelo de Elp3
de D. mccartyi. En ambos modelos se reconoce al radical SAM (azul) y al dominio HAT
(rosa).

El modelo obtenido muestra una estructura globular formada por dos regiones que
justamente corresponden a los dominios SAM y HAT (Figura 29). En el dominio
SAM se aprecia que las 9 a-hélices se distribuyen principalmente hacia la parte
externa de la estructura globular, mientras que las hojas B se localizan hacia el

centro de la estructura (Figura 28A). A manera de control se generd el modelo de
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Elp3 de D. mccartyi (Figura 28B). Cuando se comparé la estructura de ambos

modelos se encontrd una arquitectura y disposicion muy similar.

4.4. Analisis de los vectores knock-out

En nuestro laboratorio, intentos previos de obtener lineas celulares de L. major en
las que se eliminaran ambas copias alélicas del gen Elp3b resultaron fallidos
(datos no publicados). En el presente trabajo se continu6 con el estudio de Elp3b
en L. major, intentando nuevamente eliminar las dos copias alélicas de Elp3b para
estudiar la funcién que realiza esta proteina en el paréasito. Para ello, como primer
paso se procedi6 a verificar la integridad de los vectores pAElp3b-Hyg y pAEIp3b-
Pac (Figura 23), previamente generados en el laboratorio, mediante el analisis con
enzimas de restriccion. El vector pAElIp3b-Hyg contiene el cassette de hyg (gen
de resistencia a higromicina flanqueado por las regiones 5’ y 3’-UTR de Elp3b) y
fue diseflado para reemplazar una copia de Elp3b por el gen de resistencia a
higromicina. Por su parte, el vector pAElp3b-Pac contiene el cassette de Pac (gen
de resistencia a puromicina flanqueado por las regiones 5’ y 3’-UTR de Elp3b) y
fue construido para reemplazar una copia de Elp3b por el gen de resistencia a

puromicina.

Al digerir pAEIp3b-Pac con las enzimas Xbal y Xhol se esperaban dos bandas de
~2.79 'y ~2.89 kb. En el gel se observé sélo una banda debido a que el tamafio de
ambos fragmentos generados es muy similar (Figura 29A, carriles 2 y 3). La
digestién de este vector con Xbal y Sacl produjo las dos bandas esperadas de
~2.25 y ~3.43 kb (carril 4), mientras que al digerir con Xbal, Xhol y Scal se
obtuvieron los fragmentos esperados de ~2.79, ~1.86 y ~1.07 Kb (carril 5). Al
digerir el vector pAElp3b-Hyg (Figura 29B) con las enzimas Xbal y Spel se
observaron las dos bandas esperadas de ~0.56 y ~5.28 kb (carril 2). Por otro lado
al digerir con las enzimas Spel y Sacl se observaron las 3 bandas esperadas de
~3.4, ~1.80 y ~0.6 kb (carril 3), mientras que al digerir con Sacl y Xhol se

confirmaron las bandas esperadas de ~2.8, ~2.5 y ~0.53 kb (carril 4).
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En resumen, el analisis de restriccion de los dos vectores mostr6 los fragmentos
esperados. De manera adicional, los dos vectores fueron enviados a secuenciar.
El analisis de la secuencia obtenida confirmé la integridad de los dos plasmidos.
De esta manera, una vez verificado el buen estado de pAElp3b-Hyg y pAEIp3b-
Pac se continud con la generacién de los cultivos knock-out.

pb

~3,431
~2,795
~2,259
~1,860

~1,070

Fig. 29. Ensayos de restriccion de los vectores y pAElp3b-Pac (A) y pAElp3b-Hyg
(B). (A) en los carriles 2 y 3 se digirieron 100 y 200 ng de vector, respectivamente, con
las enzimas Xbal y Xhol. Se observé s6lo una banda debido a que el tamafio de ambos
fragmentos generados es muy similar. En el carril 4 se digirié con Xbal y Scal y en el carril
5 con Xbal, Xhol y Scal. (B) en el carril 2 se digirié con Xbal y Spel, en el carril 3 con Spel
y Sacl, y en el carril 4 con Sacl y Xhol. En ambos paneles se muestran las bandas
correspondientes a los tamafios esperados. El marcador de peso molecular (escalera de
1kb plus de Invitrogen™) se muestra en los carriles 1 de los dos paneles. Geles de
agarosa 0.8%. Ph: pares de bases.
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4.5. Obtencion y caracterizacion de cultivos knock-out sencillo de
Elp3b con el gen de resistencia a higromicina

En primera instancia, se procedio a la obtencion del knock-out sencillo de Elp3b
con el vector pAElp3b-Hyg. Para ello, el vector fue digerido con Xbal, Xhol y Xmnl
(Figura 30A), y el cassette de hyg (fragmento de ~3 kb) fue purificado (Figura
30B). Aproximadamente 10 pg de dicho cassette fueron empleados para
transfectar promastigotes de L. major, los cuales fueron seleccionados en

presencia de higromicina.

A B
pb pb pb pb
3,000 ~3,000
2o
2,000
1,000 1650 —

Fig. 30. A) Digestion del vector pAElp3b-Hyg con las enzimas Xbal, Xhol y Xmnl para
liberar el inserto del vector de clonacién (carril 2). Se sefala el cassette con el peso
esperado de ~3,000 pb. B) Purificacion del cassette de higromicina. El inserto de 3 kb
fue purificado (carril 2). EI Marcador de peso molecular (escalera de 1kb plus de
Invitrogen™) se muestra en los carriles 1 de los dos paneles. Geles de agarosa 0.8%. Pb:
pares de bases

Alrededor de dos semanas después de la electroporacion se obtuvo una poblacién

transfectada estable, la cual se mantuvo con una concentracion de 32 pg/mL de
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higromicina. A partir de dicha poblacion se obtuvieron cinco clonas celulares
mediante plaqueo en cajas de medio de cultivo. Tanto la poblacion como las
clonas fueron analizadas por medio de PCR con el fin de corroborar que una de
las copias de Elp3b hubiese sido substituida por el gen hyg en el locus de Elp3b
(Figura 31). Para ello fue necesario primero purificar DNA gendmico de los cultivos
(Figura 32).

LmjF.23.1340 LmjF.23.1360

LmjF.23.1340 LmjF.23.1360

HveS' ™ ~goopp e @

EIp3b-5’-UTR-2ForwardH ~700 pb ¢®8 Bdp1-3'-rev-Hyg
I 1

Fig. 31. Representacién esquematica de la substitucién de Elp3b por el gen de hyg.
Se indica la posicion de los oligonucleétidos empleados para amplificar parte del gen de
hyg (2) y un fragmento que incluye la regién 3’-UTR y parte del gen hyg (1). Se indica el
tamanfo esperado.
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Fig. 32. Extraccion de DNA gendmico de los cultivos knock-out sencillo de Elp3b.
Se muestra el marcador en el carril 1 ( escalera 1 Kb plus de Invitrogen™) y el DNA
genomico de las cinco clonas (carilles 2-6) en un gel de agarosa al 1%.



Las reacciones de PCR se llevaron a cabo con los oligonucleotidos Hyg-5' y Hyg-
3’, que amplificarian un fragmento de ~600 pb que corresponde a una parte del
gen de higromicina (Figura 31). El analisis en gel de agarosa de los productos de
PCR de las 5 clonas kock-out, asi como el de la poblacién y el plasmido pAEIp3-
Hyg que fueron utilizados como controles positivos, mostro la banda esperada de
~600 pb (Figura 33, carriles 2-8).
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Fig. 33. Amplificacion por PCR del gen de hyg a partir de DNA gendmico de la
poblacion (carril 7) y las cinco clonas de knock-out sencillo Elp3b (carriles 2-6).
Como controles se uso el plasmido pAEIp3-Hyg (carril 8), DNA de células silvestres de L.
major (carril 9) y agua (carril 10). Los oligonucledétidos empleados son Hyg-5 y Hyg-3'. El
marcador corresponde a la escalera 1 kb plus Invitrogen™.Gel de agarosa al 0.8%.

Como se esperaba, no se observo producto al analizar células de L. major
silvestres (carril 9) y en ausencia de DNA molde (carril 10). Para confirmar que el
gen de hyg estuviera integrado en el locus de Elp3b, se realiz6 un analisis por
PCR con los oligonucledtidos Bdpl-3’-rev-Hyg y Elp3b-5-UTR-2F, que
amplificarian un producto de ~700 pb. En este caso el oligonucledtido sentido se
une a una region localizada rio arriba de la region 5’-UTR presente en el cassette
de Hyg (Figura 31). El andlisis de los productos de PCR revel6 la presencia de la
banda esperada de ~700 pb en la poblacién y las cinco clonas knock-out (Figura

34, carriles 1-7). Como se esperaba, no se observo producto con el vector pAElp3-
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Hyg (carril 8), al analizar células de L. major silvestres (carril 9) y en ausencia de
DNA molde (carril 10). Asi, estos resultados indicaron que en los cultivos knock-
out una copia alélica de Elp3b fue substituida por el gen de resistencia a
higromicina de manera exitosa. A este cultivo knock-out se le denomind
LmAEIp3b/Hyg.

2,000
1,600

1,000

650

Fig. 34. Amplificacion por PCR de la region UTR-5" de Elp3b a partir de DNA
gendmico de la poblacion (carril 6) y las cinco clonas de knock-out sencillo Elp3b
(carriles 2-6). Como controles se uso el plasmido pAElp3-Hyg (carril 8), DNA de células
silvestres de L. major (carril 9) y agua (carril 10). EI marcador corresponde a la escalera 1
kb plus de Invitrogen™. Gel de agarosa al 0.8%.

4.5.1. Intentos de obtencién de cultivos knock-out doble de Elp3b con
el gen de resistencia a puromicina.

Una vez comprobada la substitucion de una copia de Elp3b por el gen de
higromicina, la clona 5 del cultivo LmAEIp3b/Hyg fue seleccionada para intentar el
reemplazo de la segunda copia alélica de Elp3b por el gen de resistencia a
puromicina. Para ello, el plasmido pAElp3b-Pac fue digerido con Xbal, Xhol y Scal
(Figura 35A), y el cassette de pac fue purificado (Figura 35B). La transfeccién de
la clona knock-out sencillo con 5 pg del cassette de puromicina gener6 células no
viables, las cuales murieron al poco tiempo de adicionar la puromicina a la

concentracion final (45 uM).
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Se repitié la transfeccion, pero esta vez empleando 10 pg del cassette pac. Sin
embargo, como en el caso anterior, no fue posible seleccionar células en
presencia de la droga. Por esta razén se decidid comenzar nuevamente haciendo
un knock-out sencillo de Elp3b, pero en esta ocasion transfectando primero con el

cassette pac.

4.6. Obtencion y caracterizacion de cultivos knock-out sencillo de
Elp3b con el gen de resistencia a puromicina

Para obtener el kock-out sencillo de Elp3b, pAElp3b-Pac fue digerido con Xbal,
Xhol y Scal, y el cassette de pac fue purificado (Figura 35). Aproximadamente 10
png de dicho cassette fueron empleados para transfectar promastigotes de L.

major, los cuales fueron seleccionados en presencia de puromicina.

A B
pb pb pb pb
3,000 N
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Fig. 35. A) Digestion del vector pAElp3b-Pac con las enzimas Xbal, Xhol y Scal para
liberar el inserto del vector de clonacién (carril 2). Se sefala el cassette con el peso
esperado de ~3,000 pb. B) Purificacion del cassette de puromicina. El inserto de 3 kb
fue purificado (carril 2). EI marcador de peso molecular (escalera de 1 kb plus de
Invitrogen™) se muestra en los carriles 1 de los dos paneles. Geles de agarosa 0.8%. Pb:
pares de bases.
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Alrededor de dos semanas después de la electroporacion se obtuvo una poblacion
transfectada establemente, la cual se mantuvo con una concentracion de 45 pM
de puromicina. A partir de dicha poblacion se obtuvieron seis clonas celulares
mediante plagueo en cajas de medio de cultivo. La poblacion y las clonas fueron
analizadas por medio de PCR con el fin de corroborar que una de las copias de

Elp3b hubiese sido substituida por el gen pac en el locus de Elp3b.

Elp3b-5'-For-Xbal o ¢m Elp3b-3’-Rev-Xhol
P ? ~3228 pb |
L

LmjF.23.1340

Elp3b-5'-For-Xbal .
P or-Xbal map 2813 pb
I 1

LmjF.23.1340

Pac-5' ™) @ pac-3

Elp3b-5-UTR-2Forward B ~g7q pb 4=m Pac-Loc-3'-Rev
1 ]
I 1

Fig. 36. Representacion esquematica de la sustitucion del gen endégeno Elp3b por
el gen de puromicina y las regiones a amplificar. 1) Representa la region a amplificar
que corresponde al gen Elp3b y las regiones UTR-3' y UTR-5. 2) Corresponde al
amplificado del gen de puromicina y las regiones UTR. 3) Corresponde a parte del gen de
puromicina. 4) Se muestra el amplificado que incluye la regién 3’-UTR y parte del gen pac
(). Se indican los tamafios esperados.

El DNA gendmico fue aislado de la poblacion y de las clonas con el fin de analizar
la presencia del gen de resistencia a puromicina (Figura 36). El analisis en gel de
agarosa de los productos de PCR con los oligonucledtidos Elp3-5-For-Xbal y
Elp3-3’-Rev-Xhol (Figura 37A), mostré las bandas esperadas de ~2.8 kb y ~3.2 kb
con el DNA gendmico de los cultivos knock-out (carriles 3 y 5). Con los controles
también se obtuvieron los resultados esperados: Con el DNA de plasmido se
observo la banda de ~2.8 kb (carril 1), y con el DNA gendmico de células silvestres

se obtuvo la banda de ~3.2 kb (carril 2). Por otro lado se verificd la presencia del
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gen de puromicina en el locus de Elp3b utilizando los oligonucleotidos Pac-Loc-3’-
Rev y Elp3b-5’-UTR-2F (Figura 36), obteniendo la banda esperada de ~970 pb
con la clona del knock-out sencillo (Figura 37B, carril 2). Asi, estos resultados
indicaron que en los cultivos knock-out una copia alélica de Elp3b fue substituida

por el gen de resistencia a puromicina de manera exitosa en el locus de Elp3b.

pb pb

2,000

1,000 ~
850 970

Fig. 37. Analisis por PCR del knock-out sencillo de Elp3. (A) Se usaron los
oligonucledtidos Elp3-5’-For-Xbal y Elp3-3’-Rev-Xhol. Como templado se us6: DNA del
plasmido pAElp3-Pac (1), DNA gendmico de células silvestres (2), DNA gendmico de la
poblacion del knock-out sencillo (3), y DNA gendmico de la clona del knock-out sencillo de
Elp3 (4-9). (B) Se usaron los oligonucledtidos Pac-Loc-3-Rev y Elp3b-5-UTR-2F Se
muestra un amplificado que corresponde a parte del gen de puromicina y una region rio
abajo de la region UTR-5 de la clona (carril 2) y como control negativo el plasmido
pAElp3-Pac (carril 3). Los carriles 4(A) y 1(B) muestran el marcador de peso molecular
(escalera de 1kb de Invitrogen™). Geles de agarosa al 1%.

4.6.1. Intentos de obtencion de cultivos knock-out doble de Elp3b con
el gen de resistencia a higromicina.

Una vez comprobada la substitucion de una copia de Elp3b por el gen de
puromicina, la clona 1 del knock-out sencillo fue seleccionada para intentar
obtener el reemplazo de la otra copia de Elp3b por el gen de higromicina.

Entonces se realiz6 por duplicado la transfeccion con 5 pg del cassette de hyg. Sin
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embargo, los cultivos electroporados murieron al poco tiempo de adicionar la

concentracion final de higromicina (32 pg/mL).

4.7. Adicion de una copia episomal de Elp3b con una bandera PTP

Los resultados mostrados anteriormente sugirieron que Elp3b es un gen esencial
para el crecimiento de L. major. Con la finalidad de continuar estudiando la
importancia de Elp3b en la viabilidad celular, se decidié que la clona 5 del cultivo
knock-out sencillo obtenido con el cassette de hyg seria transfectada con el vector
pElp3b-PTP, para generar una linea celular que expresara la proteina
recombinante Elp3b-PTP a partir de episomas. Posterior a esto se realizaria el
segundo knock-out, esperando que al haber copias episomales de Elp3b, esta vez

si fuera posible eliminar la segunda copia alélica de Elp3b.

Para esto, promastigotes de la cepa LmjFAEIp3-Hyg (knock-out sencillo en el que
una copia de Elp3b fue reemplazada por el gen de Hyg) fueron transfectados con
25 pg del vector pElp3b-PTP (Figura 24), generado previamente en el laboratorio.
Este vector contiene el gen Elp3b fusionado a una bandera PTP, y secuencias
UTR-5 y -3’ diferente a las del gen enddégeno de Elp3b. Asi, ninguno de los
cassettes de las drogas de resistencia seria capaz de recombinar con estas

copias episomales de Elp3b.

Alrededor de dos semanas después de la electroporacion se obtuvo una poblacién
estable, la cual se mantuvo a una concentracién de 32 pg/mL de higromicina y 50
pug/mL de G418.

Posteriormente se selecciono una clona, la cual junto con la poblacion fueron
analizadas por medio de ensayos de Western-blot con el fin de corroborar la
presencia de la proteina recombinante Elp3b-PTP, usando un anticuerpo que
reconoce la bandera PTP (Anti-FLAG). Tanto la poblacion como la clona #5
mostraron la banda esperada de ~95 kDa que corresponde a la proteina Elp3b
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fusionada a la bandera PTP (Figura 38, carriles 3 y 4). Como se anticipaba, con

las células de L. major silvestres no se observd ninguna banda (carril 2).

1 2 3 4
KDa : | KDa
135 | —
100 | — ol ~95
75 | —— :
63 | —

Fig. 38. Analisis tipo Western-blot de la poblacién y la clona 5 de L. major con el
knock-out sencillo de Elp3b transfectadas con el vector pEIp3-PTP. Se analizaron 30
x 10° células de la poblacion (carril 3), y de la clona #5 (carril 4), donde se observa una
banda de ~95 kDa que corresponde a Elp3b-PTP. También se analizaron células
silvestres (carril 2) como control negativo. Las muestras se fraccionaron en un gel de
poliacrilamida al 10%, se trasfirieron a una membrana de PVDF y se trataron con el
anticuerpo Anti-FLAG. kDa: Kilo Daltones

Una vez corroborada la correcta expresion de la proteina recombinante Elp3b-PTP
en las células knock-out sencillo de Elp3b se prosiguié a trabajar con la clona #5
para eliminar la segunda copia alélica de Elp3b.

4.8. Eliminacion de la segunda copia alélica de Elp3b

Para deletar la segunda copia alélica de Elp3b, pAElp3b-Pac fue digerido con
Xbal, Xhol y Scal, y el cassette de pac fue purificado, de manera similar a lo

mostrado en la Figura 31. Se hicieron tres repeticiones con diferentes
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concentraciones de cassette (2.5, 5y 10 pg) para transfectar promastigotes de L.

major, los cuales fueron seleccionados en presencia de puromicina.

Alrededor de 13 dias después de la transfeccion se obtuvo una poblacién estable
la cual correspondia al cultivo que se transfectd con 10 pug de cassette de
puromicina. A este cultivo se le llamé Lm/AHyg+EIp3b/PTP+rPac, y se mantuvo
con una concentracién de 32 ug/mL de higromicina, y 50 pg/mL de G418 y 45 uM

de puromicina.

Se procedi6é entonces a analizar el cultivo Lm/AHyg+Elp3b/PTP+rPac por ensayos
de PCR, para verificar la presencia del pac y su correcta insercion en el locus de
Elp3b (Figura 36).

Utilizando los oligonucle6tidos Pac-3- y Pac- 5 (Figura 36), que amplifican una
parte del gen de resistencia a puromicina, se obtuvo la banda esperada de ~600
pb en la poblacién Lm/AHyg+Elp3b/PTP+rPac (Figura 39, carril 4), en el plasmido
pAEIp3b-Pac (que se utiliz6 como control positivo) (carril 6), asi como en el DNA
gendmico de la linea celular knock-out sencillo (carril 3). Por otro lado, no se
observé producto en los controles negativos, que fueron agua (carril 5) y células
silvestres (carril 2). Con esto se confirmo la presencia del gen de Pac en el cultivo
Lm/AHyg+EIp3b/PTP+rPac. Para el segundo analisis de PCR se intenté amplificar
la regién rio arriba del cassette pac y parte del gen pac con los oligonucleétidos
Pac-Loc-3-Rev y Elp3b-5-UTR-2F (Figura 36) para verificar el correcto
posicionamiento del gen pac en el locus de Elp3b. Los resultados revelaron que
el gen de pac en la poblacion Lm/AHyg+EIp3b/PTP+rPac no se integré en el locus
de Elp3b, pues no se observé el producto esperado (Figura 40, carril 3). Dicho
producto de ~970 pb si se observo en el control positivo, que correspondié a DNA
proveniente del cultivo LmAEIp3b/Pac knock-out sencillo previamente obtenido, en
el que una copia enddgena de Elp3b fue substituida por el gen de pac (Figura 40,

carril 2).
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Fig. 39. Amplificacion por PCR del gen de pac con los oligonucle6tidos Pac-3’ y
Pac-5°’. Como molde se usé DNA gendémico de la poblacién LmAEIp3/Hyg+Elp3b-
PTP+rPac (carril 4). Como controles positivos se usaron el plasmido pAElp3-Pac (carril 6),
DNA de la linea LmAEIp3b/-Pac (carril 3). Los controles negativos fueron DNA de células
silvestres de L. major (carril 2) y agua (carril 5). El marcador corresponde a la escalera
1kb plus de Invitrogen™ (carril 1). Gel de agarosa al 0.8%.
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Fig. 40. Amplificacion por PCR del gen de pac con los oligonucleotidos Pac-Loc-3’-Rev
y Elp3b-5’-UTR-2F. Se utiliz6 DNA genomico de la linea celular LmAEIp3/Hyg+Elp3b-
PTP+rPac (carril 2), como control positivo se utilizOo DNA gendmico de la linea celular
LmAElp3b/Pac generada anteriormente (carril 1) y como controles negativos el plasmido
pAEIp3b-Pac (carril 3) y agua (carril 4). EI marcador corresponde a la escalera 1kb plus de
Invitrogen™ (carril 1). Gel de agarosa al 0.8%.
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5. Discusion

Los ortélogos de Elp3b estdn ampliamente distribuidos en procariontes, arqueas,
levaduras, y mamiferos. Dichos ort6logos se encuentran como una subunidad del
complejo Elongador (Nevan et al., 2001). Esta subunidad es el nucleo catalitico del
complejo Elongador y tiene la principal funcion de regular el proceso de elongacion
de la transcripcion. Todos los ortélogos presentan dominios bien conservados que
estan altamente relacionados con su funcion, asi como con la interaccion con
otras proteinas. Estos dominios corresponden a la secuencia HAT que pertenece
a la familia de las GNAT acetiltransferasas, y al radical SAM, el cual presenta un
cluster de FesS4 que se une a una secuencia CXXXCXXC bien definida, y un sitio
de union a S-adenosilmetionina (Paraskevopoulou et al.,, 2006). La primera
observacion obtenida al realizar los alineamientos es que existe una considerable
divergencia asociada con el numero de residuos de Elp3, siendo Elp3b de L. major
considerablemente mas grande que los otros ortdlogos, ya sea de bacterias,
protozoos o vertebrados (Figuras 25 y 26). Al comparar la secuencia de
aminoacidos entre Elp3b de L. major y sus ortélogos, se encontré que el mayor
porcentaje de identidad corresponde a L. braziliensis (93.5%), como era de
esperarse. Otras especies no tan cercanas filogenéticamente, como A. thaliana y
S. cerevisiae, exhibieron el porcentaje de identidad mas bajo (33%). Cabe resaltar
que hay mas residuos conservados en las regiones que corresponden a los
dominios SAM y HAT que en el resto de la secuencia, lo que indica que estos
dominios son esenciales para la funcion de esta proteina. En particular para el
radical SAM se identifico la secuencia que coordina el cluster de Fe;S4, que
consiste en tres residuos de cisteina (CXXXCXXC) altamente conservados en
todas las especies analizadas. Ademas se identificé una probable secuencia de
union a S-adenosilmetionina, que consiste en una region rica en glicinas. En su
estado reducido, el cluster de Fe,S, transfiere un electrén a S-adenosilmetionina,

induciendo el corte de ésta en metionina y radical 5’-desoxiadenosilo. Este radical
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es un agente fuertemente oxidante que actia en diversas reacciones implicadas

en multiples funciones, como la transcripcion y la traduccion (Layer et al., 2003).

Por otro lado, la estructura secundaria compuesta por una serie de a-helices y B-
plegadas regularmente alternadas (Figura 26) coincidieron con el modelaje de la
estructura terciaria de Elp3b resaltando la presencia de 9 a-hélices las cuales
fueron las méas evidentes en la estructura terciaria y que corresponden al radical
SAM, asi como las 2 a-hélices del dominio HAT (Frey et al., 2008). En el modelaje
tridimensional de Elp3b de L. major se us6 como templado la estructura cristalina
de D. mccartney (Glatt et al., 2016). Como se observa en la Figura 28, los dos
modelos son muy parecidos, lo que sugiere una alta conservacion en cuanto a

estructura terciaria entre ortologos de Elp3.

5.1. Obtencidn de cultivos knock-out de Elp3b

Estudios de gendmica funcional en tripanosomatidos se han realizado usando
diversas técnicas con el fin de generar lineas celulares knock-out. En dichos
estudios se han utilizado varias herramientas metodolégicas, como la transfeccién
de pequefios fragmentos de DNA en dichos parasitos, permitiendo asi la
eliminacién y complementacién de genes por recombinacién homdloga; asi como
la posterior seleccion de lineas celulares knock-out con diferentes farmacos
(Stoecklin et al., 2002).

Para el caso particular de Leishmania es posible generar knock-outs génicos
mediante recombinacién homoéloga con la finalidad de obtener informacién sobre
la expresion génica y funcion de dichos genes. Para esto es necesario conocer el
namero de copias del gen a deletar, ya que es necesario eliminar todas las copias
presentes de dicho gen para poder observar su efecto en la célula y de esa
manera inferir su funcién. Los genomas de los tripanosomatidos pueden contener
multiples copias endogenas de un gen en tandem, asi como genes relacionados

entre si (Graham, 1995). Mientras mayor sea el numero de genes, mayor sera el
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namero de construcciones con distintos marcadores de seleccion necesarios para
eliminarlos. Gracias a la secuenciacion completa del genoma de L. major se sabe
que existen dos variantes de Elp3 para este parasito: Elp3a y Elp3b. Ambas
variantes son codificadas por un gen unico, con dos copias alélicas (Ilvens et al.,
2005).

Actualmente se sabe que para efectuar la exitosa eliminacién de un gen completo,
las regiones UTR-5" y UTR-3’ de dicho gen blanco deben utilizarse como regiones
flanqueantes al gen de resistencia, y en particular para Leishmania el tamafio
minimo para obtener una recombinacién homologa eficiente es de 150 a 200 pb

(Papadopoulou et al., 1997).

Considerando todo lo anterior los cassettes se generaron con las regiones UTR-5’
y UTR3’ del gen enddégeno Elp3b de L. major ligadas a los genes de resistencia
seleccionados (puromicina e higromicina) generando los vectores pAEIp3b-Pac y
pAEIp3b-Hyg (Figura 23), los cuales fueron digeridos con las enzimas
correspondientes para purificar los cassettes de hyg y pac. El cassette hyg fue
utiizado en la primera transfeccion en promastigotes de L. major para
posteriormente realizar la seleccién con higromicina, asi como los ensayos de
PCR correspondientes para verificar que una de las copias alélicas de Elp3b fuera
substituida por el gen de resistencia a higromicina. Cabe mencionar que se
realizaron tres repeticiones con diferentes concentraciones de cassette hyg (2.5, 5
y 10 pg), obteniendo resultados positivos con 10 ug, lo que indicé que una mayor
cantidad de cassette en el proceso de electroporacion favorece la eliminacion del
gen blanco por recombinacion homéloga. Los ensayos de PCR indicaron que una
de las copias alélicas de Elp3b fue substituida por el gen de resistencia a
higromicina en el locus endégeno de Elp3b (Figuras 33 y 34). Por lo que se
procedié a la segunda transfeccion, ahora utilizando el gen de resistencia a
puromicina. Sin embargo, esta vez no hubo resultados positivos, ya que ninguna
electroporaciéon mostré6 células vivas después de exponerlas a la droga de

seleccioén.
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Con la finalidad de eliminar cualquier variable o error en el primer intento de un
doble knock-out, se procedid a intentar nuevamente la delecion de ambas copias
alélicas de Elp3b, comenzando esta vez con el cassette de pac. De igual manera
se manejaron tres grupos control con diferentes concentraciones de cassette pac
(2.5, 5y 10 pg), obteniendo resultados positivos para la repeticion de 10 pg. Esta
linea celular fue sometida a ensayos de PCR con la finalidad de confirmar el
reemplazo de una copia endogena de Elp3b por el gen de pac (Figura 35).
Después se procedio a intentar eliminar la segunda copia alélica de Elp3b con el
cassette de hyg, utilizando nuevamente tres grupos control con diferentes
concentraciones de cassette hyg (2.5, 5y 10 pug). Como en el intento previo, no
se obtuvieron resultados positivos al no obtener células vivas después de

exponerlas a higromicina.

5.2. Obtencion de cultivos knock-out de Elp3b en células con una
copia episomal unida a una bandera PTP

Diversos estudios han llevado a la identificacion de una gran variedad de genes
esenciales cuya pérdida no puede ser tolerada por el organismo, sobre todo
aguellos genes que se expresan constitutivamente en todos los estadios de dicho
organismo. La eliminacién de dichos genes produce organismos no viables, tal es
el caso de N-miristoiltransferasa, proteina que realiza procesos importantes para
la regulacién de la sefializacion celular y regula las interacciones proteina-proteina
en L. major (Vasudevan et al., 1998). En otros casos, se ha observado la
generacion de copias adicionales del gen en estudio al deletar las copias
endogenas de un gen esencial (Martinez-Calvillo et al., 2005). Tomando en cuenta
lo anterior y después de diversos intentos para deletar ambas copias alélicas de
Elp3b en L. major se lleg6 a la conclusion de que Elp3b es un gen esencial, por lo
gue se cree que no es posible eliminar las dos copias alélicas de Elp3b sin afectar

la viabilidad del parasito.

62



Elp3b en T. brucei regula el proceso de transcripcion de Pol | en la fase de
elongacion de manera negativa. Se ha llegado a esta conclusién por diversos
experimentos donde se observdO un aumento en la transcripcion del rRNA al
disminuir la expresion de Elp3b, aumentando incluso el crecimiento celular.
También se observo que dicha actividad puede ser reconstituida mediante la
adicion de Elp3b recombinante unida a una bandera (Alsford et al., 2011). Es
posible que Elp3b en L. major pueda participar en la regulacion de la transcripcion
de los genes del rRNA, asi como realizar otras funciones esenciales para la

supervivencia del parasito.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, se concluyé que para obtener la
linea celular con ambas copias alélicas de Elp3b substituidas por genes de
resistencia es necesaria la adicion de una copia episomal unida a una bandera. De
esta forma se mantendria la expresion de la proteina. Con este fin, clonas
celulares de la linea knock-out sencillo LmAEIp3b/Hyg fueron transfectadas con el
vector pEIp3-PTP (Figura 24), en el que el gen Elp3b fue fusionado a la bandera
PTP (formada por dos dominios de unién a IgG de la proteina A y un dominio de la
proteina C, separados por un sitio de corte de la proteasa TEV). Se obtuvo
entonces una poblacion transfectada exitosamente y se clondé por medio de
plagueo, obteniendo 6 clonas celulares. Una de éstas se selecciond para
analizarse por Western-blot para confirmar la presencia de la proteina
recombinante Elp3b-PTP, usando un anticuerpo contra la bandera. Tanto la clona
como la poblacion mostraron la sefial de la bandera PTP unida a la proteina
recombinante Elp3b, la cual presentaba una masa molécular esperada de ~95
kDa (Figura 38).

Una vez comprobada la presencia de la proteina recombinante Elp3b-PTP en
linea celular LmAEIp3/Hyg+Elp3b-PTP, se procedi6 a la segunda transfeccion con
el cassette de pac, esperando que ahora con la expresion de la proteina
recombinante se lograra deletar ambas copias enddgenas de Elp3b. En esta
ocasion, después de 2 semanas se obtuvo una linea celular que poseia

resistencia a hyg y pac. La linea celular obtenida (LmAEIp3/Hyg+Elp3b-PTP+rPac)
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se sometid a los respectivos ensayos de PCR para confirmar la presencia del gen
de puromicina en el locus de Elp3b. Los ensayos de PCR arrojaron resultados
interesantes, ya que dicha linea celular poseia ambos genes de resistencia asi
como la copia episomal unida a la bandera. Sin embargo, el gen de resistencia a
puromicina no se encontro localizado en el locus de Elp3b, por lo que dicha linea
celular todavia poseia una copia alélica de Elp3b (Figuras 39 y 40). Esto ya se
habia reportado para el caso de genes esenciales en L. major como el gen de la
topoisomerasa, donde en el proceso de delecion de ambas copias alélicas de
dicho gen la segunda droga de resistencia no recombiné en el locus del gen
blanco, sino que se encontrd presente en otra regién del genoma del parasito. Y
por otro lado, al eliminar ambas copias alélicas del gen de topoisomerasa el
parasito desarroll6 trisomia de dicho gen (Baldafia-Fouce et al., 2008).

Si bien la eliminacion de una copia alélica de Elp3b no afecté la morfologia, ni el
crecimiento celular y movilidad del parasito, se esperaria que con el doble knock-
out se presenten posibles alteraciones en el crecimiento del parasito. Aunque por
el momento no tenemos evidencias que sugieran la funcién de Elp3b en L. major,
es muy probable que, como se observo en T. brucei (Alsford et al., 2011), esté
involucrada en la regulacidén negativa de la elongacién de la transcripcion de Pol I.
Alternativamente, podria participar en la elongacion de la transcripcién de Pol I,

como ocurre en la mayoria de los organismos.

De esta manera se pretende seguir con el estudio de Elp3b generando lineas
celulares knock-out para L. major utilizando el mismo proceso de recombinacién
homologa de genes de resistencia a farmacos, ya que este procedimiento ha sido
exitoso en el caso de genes esenciales para este parasito (Baldafia-Fouce et al.,
2008). Por otro lado también existen otras técnicas como CRISPR-Cas9 para la
generacion de lineas knock-out la cual ya ha permitido la edicion del genoma en
Leishmania a través de la formulacion de RNAs guia, permitiendo la generacion de
lineas celulares knock-out sin el uso de drogas de seleccion (Zhang y
Matlashewski, 2015).
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6. Conclusiones y Logros

La proteina Elp3b de L. major posee los dos dominios tipicos, presentes en
otros ortélogos de Elp3: el dominio radical SAM y el dominio HAT. El
dominio radical SAM presenta un probable sitio de union a S-
adenosilmetionina, asi como una region con tres cisteinas que coordina el

cluster Fe,S..

La estructura secundaria predicha de Elp3b revel6 que el dominio SAM se
compone de una serie de B plegadas y a-hélices, mientras que el dominio

HAT esta conformado por las dos a-hélices tipicas.

El modelo tridimensional de Elp3b revelé una estructura globular muy
parecida a la estructura reportada para Elp3 de D. mccartyi.

Se generaron clonas celulares de L. major en donde una de las copias del
gen de Elp3b fue substituida por el gen de resistencia a higromicina por

medio de recombinacién homodloga (knock-out sencillo).

Se generaron clonas celulares de L. major con el knock-out sencillo y una
copia episomal del gen Elp3b (LmAEIp3/Hyg+Elp3b-PTP) y se confirmd la

sefal correspondiente a la proteina recombinante Elp3b-PTP

No se logré la obtencion de células con el knock-out doble de Elp3b,
sugiriendo asi que dicho gen es esencial para la supervivencia celular en

promastigotes de L. major.
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