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RESUMEN

Los parasitos del género Leishmania son agentes etioldgicos de la leishmaniasis,
considerada como problema de salud publica en regiones tropicales y subtropicales
del mundo. Ademas de su importancia médica, estos organismos presentan
mecanismos de expresion génica muy particulares. En nuestro laboratorio estamos
interesados en el analisis de la transcripcidon mediada por la RNA polimerasa Il (Pol
[ll), encargada de la sintesis de RNAs pequefios como los tRNAs, el rRNA 5S vy el
snRNA U6. En el presente trabajo se analizé a Brfl, subunidad del factor de
transcripcion TFIIB necesaria para el inicio de la transcripcion de Pol I, en L. major.
Mediante analisis bioinformaticos se determiné la presencia de Brfl en L. major y
otros tripanosomatidos, asi como las secuencias caracteristicas de ortdlogos de
esta proteina: el dominio zinc-ribbon, dos repetidos de ciclina y el bloque de
homologia I. Asimismo, se generd la estructura tridimensional, mediante modelado
por homologia de los repetidos de ciclina de Brfl en L. major, observandose que
éstos se pliegan formando regiones globulares integradas por 5 a-hélices. Para
identificar las proteinas con las que interactda Brfl, se realiz6 un experimento de
purificacion por afinidad en tindem empleando una linea celular que expresa la
proteina Brfl fusionada a la bandera PTP (LmjF + Brf1-PTP). En dicho experimento
se identificd por espectrometria de masas a TBP, que es también una subunidad de
TFIIIB en otros organismos. Para analizar la funcion de Brfl se intentd obtener
cultivos knock-out en los que se reemplazaran, por recombinacién homdloga, las
dos copias alélicas de Brfl por genes de resistencia a farmacos. Se trabajo con la
linea celular LmjF + Brf1-PTP para generar el cultivo knock-out sencillo sustituyendo
una copia alélica de Brfl con el gen de resistencia a higromicina. Este cultivo knock-
out sencillo se verifico mediante PCR. Mdltiples intentos por obtener cultivos knock-
out doble fueron infructiferos, lo que indica que Brfl es un gen esencial en
promastigotes de L. major, y que la expresiéon de la proteina Brf1-PTP no fue lo
suficientemente alta como para permitir la eliminacién de las dos copias endogenas
de Brf1.

VI



1. INTRODUCCION

1.1  Caracteristicas principales de la familia Trypanosomatidae

En la familia Trypanosomatidae se incluyen protozoos flagelados de especies
parasitas como Leishmania spp., Trypanosoma cruzi y Trypanosoma brucei;
agentes causales de la leishmaniasis, la enfermedad de Chagas y la enfermedad
del suefio, respectivamente. Los miembros de este grupo se caracterizan por
presentar un DNA mitocondrial conocido como cinetoplasto (kDNA) ubicado en la
base del flagelo, que est4 formado por una red compleja de moléculas circulares
concatenadas denominadas maxicirculos y minicirculos (Figura 1). Este DNA
mitocondrial es capaz de replicarse de manera independiente del DNA nuclear
(Maslov et al., 2001; Shlomai, 2004; Kaufer et al., 2017).

Minicircle’,

L\l
%;;/:&‘E?"IA W
" 2
N
'-ai_ﬁ/ﬂ"';j:-ﬂ‘ =

Figura 1. Microscopia electronica de KkDNA del tripanosométido Crithidia fasciculata, donde se

observan minicirculos y maxicirculos. Imagen tomada de Jensen y Englund (2012).

De manera interesante, los transcritos mitocondriales en los tripanosomatidos son

procesados extensivamente mediante la adicién y delecion de uridinas para formar
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las moléculas de RNA mensajero (MRNA) maduras. Este proceso, conocido como
edicion del mMRNA, es llevado a cabo por un complejo multiproteico (el editosoma) y
por los llamados RNAs guia, que son pequefios RNAs codificados en los
minicirculos y que estan uridilados en su extremo 3’ (Sturm y Simpson, 1991; Wong
et al., 2015).

Los miembros de la familia Trypanosomatidae (tripanosomatidos) poseen un Unico
flagelo que emerge de una invaginacion de la membrana plasmatica, denominada
saco flagelar (Figura 2). En Trypanosoma, el flagelo se encuentra adherido a la
superficie celular, formando una membrana ondulante, mientras que en Leishmania
surge del saco flagelar y continda libre. También, como parte de su ultraestructura,
los tripanosomatidos presentan una red de microtibulos subpeliculares, adosados
a la membrana plasmatica, que forman parte del citoesqueleto y les permite

conservar la forma alargada (Figura 2) (Hammarton et al., 2007).

Ademas de esto, los tripanosomatidos se caracterizan por presentar glicosomas, los
cuales son organelos que se identificaron como un tipo particular de microcuerpos,
primeramente estudiados en T. brucei, donde Opperdoes y Borst (1977) localizaron
las enzimas de la via de la glucolisis. Estos organelos (tipo peroxisomas) estan
envueltos por una membrana simple y se encuentran en todos los estadios de los
tripanosomatidos, oscilando entre 10-100 organelos por célula (Figura 2). Es
importante sefalar que dentro de los glicosomas se llevan a cabo las reacciones
que transforman la glucosa a 3-fosfoglicerato, mientras que la transformaciéon a

piruvato continta en el citoplasma (Figura 3) (Szoor et al., 2014).

Al momento de su descubrimiento, los glicosomas no fueron definidos como
peroxisomas, debido a que albergan a la mayoria de las enzimas requeridas para
las vias glucoliticas y gluconeogénicas y carecen de catalasas (Haanstra et al.,
2016). Dentro de los glicosomas también se ha reportado la presencia de otras
enzimas requeridas para diferentes ramas de vias metabdlicas que convergen con
la glucolisis; tales como: la formacion de succinato, la via de las pentosas-fosfato,
la biosintesis de pirimidinas y las de proteccion ante estrés oxidativo (Sz6or et al.,
2014; Haanstra et al., 2016).
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Vacuola Cinetoplasto
contractil

Figura 2. Esquema general de un tripanosomatido. Se sefialan los organelos principales. Tomado
de Docampo et al. (2005).

Otra caracteristica importante de los miembros de la clase Kinetoplastida es la
presencia de una base nitrogenada modificada en su genoma: la B-D-glucosil-
hidroximetiluracil (base J). Esta base J fue identificada en T. brucei a partir del
estudio de los genes de las glicoproteinas variantes de superficie (VSGs por sus
siglas en inglés) de este parasito, cuando algunas endonucleasas de restriccion
(tales como Pstl, Pvull, Sphl y Hindlll) digerian parcialmente las regiones
teloméricas, que es donde se localiza principalmente la base J (Borst y van
Leeuwen, 1997; Borst y Sabatini, 2008).

La base J fue la primer hiper-modificacién de este tipo en eucariontes, e incluso se
ha determinado que Leishmania también la contiene en los repetidos teloméricos.
Por su parte, T. bruceiy T. cruzi poseen otros repetidos gendmicos con base J (Borst
y Sabatini, 2008).
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Figura 3. Esquematizaciéon de las reacciones metabdlicas en los glicosomas de los

tripanosomatidos. Modificado de Haanstra et al. (2016).

Los tripanosomatidos son organismos que generalmente infectan un hospedero

invertebrado (ciclo de vida monogénico). Sin embargo, géneros como Phytomonas,
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Trypanosoma y Leishmania poseen un ciclo de vida digénico, en el que estan
involucrados dos hospederos, un invertebrado y un vertebrado (Kaufer et al., 2017).
Estos organismos presentan varios estadios o formas de desarrollo a lo largo de sus
ciclos de vida, siendo los principales el tripomastigote, el amastigote, el
promastigote y el epimastigote (Figura 4).

Trypomastigote Amastigote Promastigote Epimastigote

_

Figura 4. Estadios morfolégicos principales de los tripanosomatidos. Tomado de Docampo et
al. (2005).

1.2 Género Leishmania
1.2.1 Sistematica

El género Leishmania fue descrito por Leishman, Donovan y Wrighty en 1903y a la
fecha han sido identificadas mas de 30 especies diferentes. Estas especies se han
dividido en tres subgéneros, dependiendo de su region de desarrollo dentro del
intestino del vector. El subgénero Leishmania se desarrolla en el intestino medio,
Viannia se desarrolla en el triangulo pilérico en la regién posterior del intestino, y en
el subgénero Sauroleishmania se agrupa a las especies que parasitan a reptiles
(Akhoundi et al., 2016). La clasificacion propuesta por Moreira et al. (2004) se

esquematiza en la Figura 5.
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K Filo: Euglenozoa

Clase: Kinetoplastea
Orden: Trypanosomatida
Familia: Trypanosomatidae
Género: Leishmania
Subgénero: Leishmania
Especie: L. major
Especie: L. donovani
Subgénero: Viannia
Especie: L. panamensis
Especie: L. braziliensis
Subgénero: Sauroleishmania

Especie: L. tarentolae /

Figura 5. Clasificacion propuesta por Moreira et al. (2004). Para cada subgénero se sefialan sélo

algunos ejemplos de especies de Leishmania.

1.2.2 Ciclo bioldgico

El ciclo de vida de Leishmania involucra la participacién de un vector invertebrado y
un hospedero vertebrado (Figura 6) (Borghi et al., 2017; Akhoundi et al., 2016). El
pardsito infecta al hospedero vertebrado a través de la picadura de un diptero
hembra de los géneros Phlebotomus, en el Viejo Mundo, o Lutzomyia en el Nuevo
Mundo. En el vector, el estadio extracelular de promastigote prociclico se encuentra
en el intestino y se multiplica por fisién binaria. Después, mediante el proceso de
metaciclogénesis se transforma en promastigote metaciclico y migra a las glandulas
salivales del vector para ser inyectado al hospedero mamifero a través de la
picadura. Dentro del cuerpo del hospedero, los parasitos son fagocitados por
neutrofilos, células dendriticas y especialmente por macréfagos de la piel. Dentro
de los macréfagos se forma una vacuola denominada fagolisosoma y se lleva a
cabo el cambio al estadio de amastigote (forma ovoide con un flagelo corto), el cual

se divide por fision binaria hasta lisar la célula hospedera. El ciclo puede comenzar
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de nuevo si un diptero vuelve a picar y toma amastigotes en la sangre, los cuales

se transforman en promastigotes prociclicos en el intestino del vector (Figura 6).

Amastigote intracelular

/ @ \ Proliferacidn

\ e

ﬁ , .

Macréfago

Hospedero mamifero

Mosca de la arena

Amastigotes

e

oo 59 &

metaciclicos

Promastigotes
prociclicas

e

Figura 6. Esquema del ciclo de vida de Leishmania spp. Modificado de Handman (2000).
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1.2.3 Leishmaniasis

Se considera que hay al menos 20 especies diferentes de Leishmania que producen
leishmaniasis en el ser humano (Borghi et al., 2017). La leishmaniasis puede ser de
tres tipos principales: cutanea, mucocutanea y visceral (Hernandez-Rivas et al.,
2007; WHO, 2016). La Organizacion Mundial de la Salud estima que cada afio
ocurren de 0.2 a 0.4 millones de casos de leishmaniasis visceral y de 0.7 a 1.3
millones de casos de leishmaniasis cutanea alrededor del mundo (WHO, 2016).

1.2.3.1 Leishmaniasis cutanea

Esta considerada como un problema de salud publica, pues es la manifestacion
clinica mas frecuente. Las especies que la transmiten son: L. mexicana y L.
braziliensis en el Nuevo Mundo; L. major y L. tropica en Asia; L. infantum en la
cuenca del Mediterraneo Occidental y L. aethiopica y L. major en Africa (Sanchez-
Garcia, 2010). Se caracteriza por la presencia de lesiones y Ulceras en la piel
cercanas a la zona de la picadura del insecto vector, las cuales pueden ser
supurativas y tornarse en tonalidades rojizas-marrones, manteniendo bordes lisos y
bien definidos (Figura 7A) (Kaufer et al., 2017).

1.2.3.2 Leishmaniasis mucocutanea

Es causada principalmente por las especies L. panamensis, L. guyanensis y L.
braziliensis. En este padecimiento se presenta inicialmente inflamacién de la
mucosa nasal, la cual es altamente desfigurativa y los pacientes presentan
problemas respiratorios. Las manifestaciones pueden aparecer varios meses
después de haber sido diagnosticada la leishmaniasis cutanea y puede ser
progresiva, comprometiendo el labio superior, paladar, Uvula, epiglotis, hipofaringe,
laringe y traquea; imponiendo dificultades para deglutir, vocalizar y respirar
(Ampuero, 2000) (Figura 7B).
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1.2.3.3 Leishmaniasis visceral

La forma mas agresiva y grave es la leishmaniasis visceral, conocida también como
Kala-Azar. Es causada por L. infantum en el Nuevo Mundo y por L. donovani y L.
infantum en el Viejo Mundo. Es una enfermedad sistémica donde los pacientes
pierden peso y presentan inflamacion de érganos, tales como bazo e higado. Si no
es tratada eficazmente, pueden ocurrir hemorragias internas e infecciones
asociadas que ponen en riesgo la vida (Figura 7C) (Kaufer et al., 2017), causando
una mortalidad anual estimada de 59,000 personas (den Boer et al., 2011).

Figura 7. Manifestaciones clinicas de la leishmaniasis. A: Ulcera caracteristica de leishmaniasis

cutanea, B: Deformaciones por leishmaniasis mucocutaneay C: Agrandamiento de drganos internos

por leishmaniasis visceral. Imagenes tomadas de WHO (2016).

1.2.4 Distribucién y prevalencia en México

De acuerdo con datos presentados por la Secretaria de Salud (2016), la presencia
de este parasito en nuestro pais esta relacionada a regiones rurales con actividades
agricolas, tales como la siembra de cacao, café o arboles chicleros; donde mas de
nueve millones de personas se encuentran en riesgo en diversos estados de la

Republica. La leishmaniasis cutanea (también conocida como leishmaniasis
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tegumentaria) tiene mayor incidencia en la Peninsula de Yucatan y fue la variante
con la mayor prevalencia en nuestro pais durante el afio 2013, donde Tabasco
presentd 448 casos y Quintana Roo 308 (WHO, 2016). La enfermedad esta
presente también en Veracruz, Chiapas, Oaxaca, Nayarit y Sinaloa, principalmente
(Figura 8A). Estos casos han sido provocados por L. mexicana y L. braziliensis
(Alvar et al., 2012).

Otras manifestaciones, como la leishmaniasis mucocutanea son raras en México,
aunque se han reportado casos principalmente en comunidades de Oaxaca,
Veracruz, Tabasco y Campeche, provocados por L. braziliensis (Figura 8B),
mientras que L. infantum ha provocado casos de leishmaniasis visceral en

poblaciones de Guerrero y Chiapas (Alvar et al., 2012).

Cutaneous Leishmaniasis L

Number cases (2009) Number of cases (1981 - 2007)
Clo
Oi-s
20-29
s -69
W 2ss

Figura 8. Mapa de prevalencia de casos de leishmaniasis cutanea (A) y mucocutanea (B) en
México en 2009. Tomado de Alvar et al., 2012.

Muchos laboratorios en el mundo han estudiado a Leishmania debido a su evidente
importancia médica. Sin embargo, Leishmania y otros tripanosomatidos son
también importantes en los campos de la genética y la biologia molecular debido a

gue poseen mecanismos de expresion genética muy particulares, diferentes a los
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gue se presentan en otros organismos eucariontes. Nuestro laboratorio esta
interesado en el estudio de la transcripcidon en Leishmania, proceso que, como se
discutird mas adelante, rompe con los paradigmas de la expresién génica en

eucariontes.

1.3 Transcripcién en eucariontes

La transcripcidn es un proceso permanente durante la vida celular y se puede
entender como el proceso bioquimico y molecular en el cual se sintetizan moléculas
de RNA a partir de una secuencia molde de DNA, a través de enzimas
especializadas denominadas RNA polimerasas. Las RNA polimerasas son
complejos proteicos que estan presentes en todos los organismos vivos. En
bacterias y archaeas Unicamente se encuentra una RNA polimerasa, encargada de
sintetizar todas las especies necesarias de RNAs. Por el contrario, los organismos
eucariontes dividen el trabajo de la trascripcion de RNA en al menos tres RNA

polimerasas (Pol I, 1l y III).

Pol 1l sintetiza una gran variedad de RNAs, tales como los mRNAs de los genes
codificantes de proteinas, RNAs pequefios nucleares (SNRNA) y microRNAs. Los
niveles de trascripcion de esta polimerasa en levadura se estiman en alrededor de
60,000 moléculas de RNA por cada generacion (Lesniewska y Boguta, 2017). Por
otro lado, Pol | se encarga de la sintesis de los RNA ribosomales (rRNAs) 18S, 5.8S
y 28S, que son componentes estructurales y funcionales de los ribosomas. Pol Il
transcribe RNAs pequefios, requeridos para la traduccion de proteinas y el
procesamiento de mMRNAs, como el rRNA 5S, los RNAs de transferencia (tRNAs) y
el snRNA U6 (Orioli et al., 2012 y Khatter et al., 2017). Los niveles de transcripcion
de estas dos ultimas enzimas alcanzan 300,000 rRNAs y hasta 3 millones de tRNAs

por cada generacion en levaduras (Lesniewska y Boguta, 2017).

El inicio de la transcripcion requiere la formacion de complejos de inicio, los cuales
se ensamblan en las regiones promotoras. Los factores generales de trascripcion

reconocen elementos especificos en los promotores, reclutan la RNA polimerasa
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correspondiente y permiten la apertura del DNA para la sintesis transcripcional
(Vannini y Cramer, 2012).

1.3.1 RNA polimerasal |

Pol | de levadura ha sido ampliamente caracterizada y esta constituida por 14
subunidades y posee una masa molecular de 590 kDa (Tabla 1). De forma
caracteristica, los genes de los rRNA 18S, 5.8S y 28S estan organizados juntos,
formando la unidad del rRNA. Un organismo puede contener cientos de copias de
la unidad del rRNA, arregladas en tAndem en uno o varios cromosomas (Figura 9).
Los tres genes de la unidad del rRNA se transcriben juntos generando un rRNA
precursor que contiene espaciadores internos y externos (Figura 9). Dicho precursor
debe ser procesado para dar lugar a las moléculas de rRNA maduras (Tsekrekou et
al., 2017).

Transcripcion de
rRNAs

Procesamiento de
rRNAs

Figura 9. Transcripcion de Pol |y procesamiento de rRNAs. Se muestran dos unidades del rRNA,
cada una con los genes de los rRNA 18S, 5.8S y 28S. La flecha indica el sitio de inicio de la
transcripcion. Se produce un transcrito primario que incluye espaciadores internos y externos, que

se representan con lineas horizontales.
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1.3.1.1 Promotores y factores de transcripcion de Pol |

Los promotores se han definido como la secuencia minima requerida de DNA para
el inicio directo y preciso de la transcripcion. Generalmente, el core del promotor
incluye el sitio de inicio de la transcripcion (TSS por sus siglas en inglés) y se
extiende ~35 pb rio arriba y/o rio debajo del TSS (Butler y Kadonaga, 2002). Los
promotores de Pol | estdn generalmente formados por dos regiones: un dominio
central (que abarca de la posicion +20 a la -40, en relacién al TSS) y un dominio rio
arriba (que se extiende aproximadamente de -80 a -150). Para que Pol | pueda
iniciar la transcripcion requiere de dos factores de transcripcion generales, UBF y
SL1. De manera interesante, SL1 esta formado por varias subunidades, una de las
cuales corresponde a la proteina de unién a la caja TATA (TBP), necesaria también
para la transcripcion de Pol Il 'y Pol 1l (Kwon y Green, 1994; Panov et al., 2006).

1.3.2 RNA Polimerasa Il

Pol Il esta formada por 12 subunidades y tiene una masa de ~550 kDa. La
transcripcion de Pol Il ha sido ampliamente estudiada, debido a que transcribe los
genes codificadores de proteinas. El reclutamiento de Pol Il se lleva a cabo por
regiones promotoras y una serie de factores generales de transcripcion altamente

especializados.

1.3.2.1 Promotores y factores de transcripcion de Pol

La region promotora basal de Pol Il estd compuesta de varios elementos core,
incluidos la caja TATA, un iniciador (Inr), el elemento de reconocimiento de TFIIB
(BRE) y elemento promotor rio abajo (DPE) (Butler y Kadonaga, 2002; Hahn, 2004).
Cada promotor contiene diferentes combinaciones de éstos y otros elementos core,

los cuales son reconocidos por los factores de transcripcion generales (Figura 10).
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Figura 10. Esquematizacion de los elementos que conforman un promotor tipico de Pol Il. Con
cajas se representan los elementos del promotor: elemento de reconocimiento de TFIIB (BRE), caja

TATA, iniciador (Inr) y elemento promotor rio abajo (DPE).

El complejo multi-proteico requerido para el inicio de la transcripcion de los genes
codificantes de proteinas involucra la unién especifica de varios factores generales
de trascripcion al promotor (Hahn, 2004). Se ha establecido que TFIID esta
conformada por TBP y al menos 10 polipéptidos mas, denominados factores
asociados a TBP (TAFs). La union de TFIID al promotor, a través de la subunidad
TBP, representa el primer paso en la transcripcion mediada por Pol Il.
Posteriormente, TFIIA y TFIIB pueden estabilizar esta interacciéon y ademas TFIIB
puede establecer uniones especificas con el DNA, necesarias para el reclutamiento
de Pol Il previamente unida a TFIIF, que termina por formar el complejo de pre-inicio
(PIC por sus siglas en inglés) junto con TFIIE y TFIIH (Elsby y Roberts, 2008; Deng
y Roberts, 2007).

Todos estos factores de transcripcion permiten la formacién del PIC en eucariontes,
mientras que en procariontes se requiere unicamente del factor sigma (o) y en
archaeas se emplean homologos reducidos de TBP, TFIIB y TFIIE (Deng y Roberts,
2007).

1.3.3 Transcripcion mediada por la RNA polimerasa lll

Pol 1l esta constituida por 17 subunidades y 700 kDa de masa aproximadamente,
lo que la convierte en la RNA polimerasa mas grande y compleja (Tabla 1). El core
se compone de 10 subunidades: C128 y C160 (que forman la hendidura del sitio

activo), AC40 y AC19 (compartidas con Pol 1), C11 (involucrada en la terminacién
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de la transcripcion), y ABC27, ABC23, ABC14.5, ABC10a y ABC10B (cinco

subunidades pequefias, compartidas por las tres RNA polimerasas). En la periferia

del core se encuentran dos sub-complejos mas: C82-C34-C31 y C53-C37.

Finalmente, C17 y C25 forman una estructura en forma de tallo necesaria para el

inicio de la transcripcion (Tabla 1) (Vannini y Cramer, 2012; Lesniewska y Boguta,

2017).

Tabla 1. Subunidades de las diferentes RNA polimerasas en eucariontes

Pol | Pol II Pol Il
A190 Rpb1 C160
A135 Rpb2 C128
AC40 Rpb3 AC40
AC19 Rpb11 AC19
ABC23 ABC23 ABC23
ABC27 ABC27 ABC27
ABC14.5 ABC14.5 ABC14.5
ABC10B ABC10B ABC10B
ABC10a ABC10a ABC10a
A12.2 Rpb9 ci1
A43 Rpb7 C25
Al4 Rpb4 c17
A49 C53
A34.5 c37
c82
C34
c31
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1.3.3.1 Promotores de Pol lli

Las regiones promotoras del Pol Ill son altamente conservadas y especificas, y se
pueden clasificar en tres tipos principales. Los promotores tipo 1 son caracteristicos
de genes de rRNA 5S y constan de una regién de control interno (ICR) rio abajo del
sitio de inicio de la transcripcion, la cual esta formada por la caja A, la caja C y un
elemento intermedio (IE) (Figura 11). Los promotores tipo 2 estan presentes en
genes de tRNAs y constan de una caja A y una caja B dentro de la region a
transcribir; y, por ultimo, los promotores tipo 3, presentes en los genes de snRNA
U6, constan de elementos rio arriba del sitio de inicio de la trascripcion: caja TATA,
elemento de secuencia proximal (PSE) y elemento de secuencia distal (DSE) que

potencializa la transcripcion (Figura 11) (Schramm y Hernandez, 2002).

Tipo 1: 55

Tipo 2: tRNA

Tipo 3: Hs U6 [T —+—{0H +—

DSE PSE TATA

Figura 11. Tres tipos de regiones promotoras en Pol lll. El tipo 1 corresponde al gen del rRNA
5S y el tipo 2 esté presente en los tRNA. Los genes del snRNA U6 contienen un promotor tipo 3.

Tomado de Schramm y Hernandez (2002).
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1.3.3.2 Factores de transcripciéon de Pol Il

Pol Ill presenta cinco subunidades méas que Pol Il, que forman dos sub-complejos
independientes: C53/C37 y C82/C34/C31. Estos subcomplejos son homologos a los
factores de transcripcion TFIIF y TFIIE de Pol Il, respectivamente. Para la formacion
del complejo de preinicio, Pol Ill requiere la participacion de tres factores de
transcripcion generales: TFIIIA, TFIIB y TFIIC (Hu et al., 2015). TFIIIA fue uno de
los primeros factores de transcripcion caracterizados. Esta formado por un solo
polipéptido, el cual contiene 9 dedos de zinc. Por otra parte, TFIIIC est4 formado
por 6 subunidades, las cuales forman dos subcomplejos, denominados TA y 1B,
unidos por un linker estrecho (Acker et al.,, 2013; Lesniewska y Boguta, 2017)
(Figura 12).

En los promotores del tipo 1, TFIIIA reconoce la caja A y posteriormente TFIIIC se
une a la caja C. Después se une TFIIIB, quien recluta a Pol Il para que se inicie la
transcripcion (Canella et al., 2010) (Figura 12). Durante la transcripcion de los genes
con promotor tipo 2 (tRNAs), la caja A es reconocida por el subcomplejo TA de
TFIIIC, mientras 1B se une a la caja B (Figura 13). La unién de 1B a la caja B es
fuerte, mientras que TA se une a la caja A débilmente (Schramm y Hernandez,
2002). Esto genera una interaccibn DNA-proteina, permitiendo el posicionamiento
del factor TFIIIB, encargado de reclutar a Pol .
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Figura 12. Representacion esquematica del complejo de pre-inicio de un promotor tipo 1. Con
color amarillo se presentan las 3 subunidades de TFIIIB (Bdpl, Brfl y TBP). También se muestran
TFIIAy TFIIIC. Tomado de Canella et al. (2010).

— 5o

+80 +90

Figura 13. Formacion de los complejos TA y 1B de TFIIIC en promotores tipo 2. Se muestran
las 6 subunidades de TFIIIC y las 3 subunidades de TFIIIB (Bdpl, Brfl y TBP). Tomado de Schramm
y Hernandez (2002).

Los promotores tipo 3, cuyos elementos se encuentran rio arriba de la regiéon a
transcribir, no contienen sitios de union a TFIIIA ni TFIIC, por lo que no se han
observado efectos en la sintesis del ShRNA U6 después de eliminar alguno de estos
dos factores de transcripcion (Lagna et al.,, 1994). El PSE de estos promotores
recluta al factor SNAPc, el cual estd conformado por 5 subunidades (SNAP190,
SNAP50, SNAP45, SNAP43 y SNAP19). Ademas, TBP de TFIIIB reconoce y se une
a la caja TATA (Schramm y Hernandez, 2002).

1.3.3.3 Factor de transcripcion TFIIIB

El factor general de trascripcion TFIIIB esta constituido por 3 subunidades proteicas:
la proteina de union a la caja TATA (TBP), Bdpl y Brfl (Figura 14). Este factor hace
posible el reclutamiento y posicionamiento de Pol Il al sitio de inicio de la
trascripcion en todos los genes transcritos por esta RNA polimerasa (Schramm y

Hernandez, 2002; Kassavetis et al., 2006). En ensayos de co-purificacion, se ha
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determinado que TBP y Brfl se unen fuertemente, mientras que Bdpl se disocia

con facilidad durante el proceso de purificacion (Hu et al., 2015).

Figura 14. Factor de transcripcion TFIIB, formado por las subunidades Bdpl, Brfl y TBP.

También se muestra el factor TFIIIC unido a las cajas Ay B de un gen de tRNA.

Los vertebrados poseen una version alternativa de TFIIIB que contiene Brf2 (en
lugar de Brfl), y esta involucrado exclusivamente en la transcripcion de genes con
promotor tipo 3 (White, 2011; Gouge et al., 2017).

1.3.3.4 Subunidad Brfl

Brfl forma parte de la familia de los factores de transcripcién TFIIB-like, al igual que
TFIIB (en Pol 1l), Rrn7 y TAF1B (en Pol I). La subunidad Brfl es la mas grande del
factor TFIIIB y en levadura tiene una masa molecular de ~70 kDa. Presenta dos
grandes dominios identificados como N-terminal (altamente relacionado con TFIIB)
y C-terminal, que resulta ser especifico para Pol Ill. EI dominio N-terminal,
compartido entre las proteinas de la familia TFIIB-like, incluye motivos conservados
entre los diferentes ortdlogos: un zinc-ribbon y dos repetidos imperfectos de ciclina

gue presentan estructuras secundarias determinadas (Kassavetis et al., 2006).

El motivo zinc-ribbon forma una lamina B y en TFIIB de levadura se han identificado
4 residuos de cisteina o histidina coordinadores de un ion zinc (Cys-X2-His/Cys-Xis-
17-Cys-X2-Cys) que son los responsables de la formacion del denominado dedo de
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zinc (Chen et al., 2000). La funcion principal de este motivo es establecer uniones
DNA-proteina y participa en la apertura del promotor (Hahn y Roberts, 2000; Chen
et al., 2000). Por otro lado, cada repetido de ciclina esta constituido por 5 a-hélices
gue establecen interacciones con TFIIIC y con las subunidades C17 y C34 de Pol
[l (Noble et al., 1997).

El dominio C-terminal de Brfl no esta conservado, aunque entre diferentes especies
de levaduras e incluso en humano se han identificado tres regiones medianamente

conservadas, llamadas bloques de homologia I-Ill (Khoo et al., 2014).

1.4 Expresion genética en Leishmania
1.4.1 Organizacion gendmica

El total del genoma de L. major representa alrededor de 32.8 megabases (Mb) y
esta organizado en 36 cromosomas de un tamafio relativamente pequefio, de 0.28
a 2.8 Mb. Resulta importante el estudio de la cepa Friedlin de L. major, pues su
cromosoma 1 fue el primero en ser secuenciado completamente (Myler et al., 1999)
y también fue la primera cepa de Leishmania en ser sometida a secuenciacion
gendmica completa (lvens et al., 2005). Al igual que en otras células eucariontes,
los cromosomas de Leishmania contienen repeticiones teloméricas GGGTTA.
Ademas, presentan regiones sub-teloméricas con elementos repetidos variables
gue estan involucrados en la mayoria de los polimorfismos observados entre

cromosomas homélogos (Padilla-Mejia et al., 2013).

Leishmania y otros tripanosomatidos presentan una organizacion y expresion
génica particulares. A diferencia de otros eucariontes, el genoma de los
tripanosomatidos estd organizado en clusters policistronicos largos, que
generalmente contienen de decenas a cientos de genes codificantes de proteinas
en la misma hebra de DNA (Martinez-Calvillo et al., 2010). Por ejemplo, el
cromosoma 1 de L. major esta compuesto por 85 genes organizados en dos clusters
policistronicos divergentes, de forma que hay 32 genes agrupados en la hebra
inferior y 53 en la hebra superior (Myler et al., 1999; Martinez-Calvillo et al., 2010).
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La secuenciacion del genoma completo de L. major reveld que los genes de todos

los cromosomas estan organizados en clusters policistronicos (Ivens et al., 2005).

Los tripanosométidos contienen un numero reducido de genes del rRNA. Por
ejemplo, L. major presenta alrededor de 12 copias de la unidad del rRNA, las cuales
estan arregladas en tandem, en el cromosoma 27, entre clusters policistronicos de
Pol Il (Martinez-Calvillo et al., 2001). Asimismo, L. major posee 83 genes de tRNA,
un numero bajo considerando que otros organismos pueden contener varios cientos
de genes de tRNAs. Los 83 genes estan distribuidos en 19 cromosomas, en grupos
de 2 a 10 genes tanto en la hebra superior como en la hebra inferior, asociados a
otros genes transcritos por Pol Ill, como 5S rRNAs o snRNAs (Martinez-Calvillo et
al., 2010). Se ha propuesto que estas particularidades estan relacionadas con la

divergencia temprana de estos organismos.

1.4.2 Transcripcion en tripanosomatidos

Como se ha expuesto, la transcripcion de Pol Il en tripanosomatidos es
policistronica. Cada cromosoma cuenta con al menos dos unidades policistronicas,
cuya transcripcion puede ser divergente (con direccion a los telomeros) o
convergente (alejandose de los teldmeros) (Martinez-Calvillo et al., 2003; 2004). El
grado de conservacion en el orden de estos genes (sintenia) es un caracter
sobresaliente en estos organismos (El-Sayed et al., 2005).

En la Figura 15 se esquematiza el proceso de transcripcién policistronica, donde a
partir de un cluster direccional se sintetiza un transcrito primario largo que contiene
una serie de genes codificantes que generalmente no estan relacionados
funcionalmente unos con otros. Posteriormente se realiza el trans-splicing, donde al
extremo 5 de cada pre-mRNA se le adiciona un elemento de 39 nucleoétidos
denominado RNA spliced-leader (SL) o mini-exdn, que aporta el cap, por lo que
protege a los mMRNAs maduros de la degradacion.
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Figura 15. Representacion esquemética de la transcripcidn policistrénica y trans-splicing en
tripanosomatidos. Se presenta un cluster policistronico hipotético y los genes de RNA SL, ambos
transcritos por Pol Il. Se forma un transcrito primario largo mediante transcripcion policistronica a
partir del sitio de inicio representado con una flecha y el posterior procesamiento mediante trans-
splicing, en el que se agrega el SL al extremo 5’ de cada pre-mRNA y una cola de poli-A al extremo

3’, formando entonces los mMRNAs maduros. Tomado de Martinez-Calvillo et al. (2012).

Los genes del RNA SL contienen el Unico promotor de Pol Il que se ha caracterizado
en tripanosomatidos. Dicha regién promotora en L. tarentolae consta de dos
elementos rio arriba del SIT, el elemento -60 (de -67 a -58) y el elemento -30 (de -
40 a -31) (Figura 17) (Campbell et al., 2000; Martinez-Calvillo et al., 2010). El
promotor del RNA SL de otros tripanosoméatidos también es relativamente corto,
pudiendo estar conformado por 1 a 3 elementos (Figura 16) (Campbell et al., 2000).
Varios factores generales de transcripcion de Pol Il participan en la sintesis del RNA
SL de T. brucei. Entre éstos se encuentra TBP, TFIIA, TFIIB y TFIIH (Lee et al.,
2009).

De forma interesante, la sintesis de los MRNASs que codifican para las glicoproteinas
variantes de superficie (VSGs por sus siglas en inglés) es llevada a cabo por Pol |
en T. brucei, y no por la Pol Il. Asi, la Pol | de T. brucei es la Unica enzima que,
ademas de sintetizar rRNA, es capaz de producir mRNAs (Gunzl et al., 2003).
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Figura 16. Elementos del promotor del RNA spliced-leader transcrito por Pol Il en algunos

tripanosomatidos. Modificado de Campbell et al. (2000).

Asimismo, se ha reportado que la transcripcion de Pol Il en tripanosomatidos es
también atipica en relacion a otros eucariontes. Esto debido a que en estos
parasitos Pol Il transcribe todos los snRNAS, y no sélo el U6, como ocurre en otros
eucariontes (Rojas-Sanchez et al., 2016). Por otro lado, de los factores generales
de Pol lll, sélo ha sido identificado TFIIIB en los tripanosomatidos (Campbell et al.,
2000).

1.5 Purificacion de complejos proteicos

Gran cantidad de procesos biolégicos celulares se llevan a cabo principalmente por
complejos proteicos. La secuenciacién de genomas completos nos provee de una
gran oportunidad para analizar las diferentes funciones realizadas por los genes,
por lo que resulta imprescindible identificar los componentes de grandes complejos
para entender los mecanismos de accion dentro de la célula. Precisamente, se han
desarrollado metodologias experimentales para dicho objetivo, como la purificacién

por afinidad en tAndem (TAP por sus siglas en inglés), que en conjunto con analisis
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por espectrometria de masas ha permitido identificar complejos proteicos en

levadura y otros eucariontes (Forler et al., 2003; Xiaoli et al., 2010).

El experimento TAP-tag consiste en la generacion de un vector en el que la bandera
TAP sea fusionada al gen de nuestra proteina blanco. El tag esta conformado por
dos dominios de union de IgG a proteina A (Prot A) de Staphylococcus aureus y un
péptido de union a IgG a calmodulina (CBP), los cuales estan separados por un sitio
de corte de la proteasa TEV (Figura 17). El vector resultante es transfectado en las
células, para que se exprese la proteina recombinante e interaccione normalmente
con las demas proteinas del complejo del que forma parte. La proteina marcada es
purificada mediante cromatografias de afinidad a los diferentes epitopes de la

bandera TAP bajo condiciones no desnaturalizantes.

Una modificacién a esta técnica recibe el nombre de PTP-tag y consiste en la
substitucion del dominio de unién CBP por un epitope de la proteina C hepética
(Prot C) para contrarrestar la ineficiencia del dominio de union de 1gG a CBP durante
la purificacién (Figura 17) (Schimanski et al., 2005).

TEV

CBP
ar -~ B

ProtC TEV

Figura 17. Péptidos de extraccion usados durante purificaciones por afinidad en tandem. En
la parte superior se esquematiza el péptido TAP-tag constituido por dos dominios de unién de IgG a
Prot A, sitio de corte de la proteasa TEV y un epitope de unién a calmodulina (CBP); mientras que
en la parte inferior se presenta la sustitucién del dominio CBP por un dominio de Prot C, conformando
el péptido PTP-tag. Tomado de Schimanski et al. (2005).

1.6 Antecedentes

El conocimiento sobre transcripcion en Leishmania y otros tripanosomatidos es

escaso. Purificaciones por afinidad en tandem y andlisis in silico han permitido la
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identificacion de la mayoria de las subunidades de las tres RNA polimerasas
(Martinez-Calvillo et al., 2010). Sin embargo, se ha reportado que en L. major se
presentan dos isoformas de la subunidad ABC23 (llamadas ABC23 y ABC232),
donde ABC23z pareciera estar restringida Unicamente a Pol |, mientras que ABC23
esta presente en los complejos de Pol Il y Pol Il (Martinez-Calvillo et al., 2007).

De manera interesante, en tripanosomatidos no se han encontrado los factores de
transcripcion TFIIIA ni TFIIC, a pesar de que en otros eucariontes son
indispensables para sostener la viabilidad celular. Unicamente se han encontrado
los genes que codifican para las tres subunidades de TFIIIB: TBP, Bdpl y Brfl. La
subunidad TBP fue caracterizada en T. brucei por Ruan y colaboradores (2004),

mientras que Bdp1l ha sido estudiada en L. major por Roman-Carraro (2012).

Por otra parte, un estudio en T. brucei revel6 que el knock-down de Brfl mediante
RNA de interferencia conduce a la muerte de formas prociclicas (Vélez-Ramirez et
al., 2015). Intentos por deletar ambas copias alélicas del gen de Brfl en L. major no
fueron exitosos, lo que sugiere que Brfl es también un gen esencial en este parasito
(Gomez-Garcia, 2015). En el presente trabajo se continuara con el estudio de Brfl
en L. major, intentando ahora eliminar las dos copias alélicas de Brfl en un cultivo
que expresa, a partir de episomas, a Brfl fusionado a la bandera PTP (Flores-Pérez,
2011). Esta bandera consiste de dos epitopes de proteina A, uno de proteina C y
un sitio de corte de la proteinasa TEV. Se esperaria que la presencia de la proteina
recombinante Brf1-PTP permita la eliminacion de las dos copias enddgenas del gen
de Brfl. De esta manera, el objetivo de este trabajo es eliminar, mediante
recombinacién homéloga, las dos copias enddgenas del gen Brfl en un cultivo de
promastigotes de L. major que exprese la proteina recombinante Brfl-PTP. Este
constituird un primer paso para el esclarecimiento del papel que juega Brfl en la

transcripcion de Pol lll en Leishmania.
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2. HIPOTESIS

En diversos organismos, la subunidad Brfl del factor de transcripcion TFIIIB cumple
funciones esenciales para la viabilidad celular. La eliminacién de las dos copias
alélicas del gen no se ha logrado en L. major, lo que sugiere fuertemente que Brfl
es también esencial para el crecimiento de este parasito. No obstante, al trabajar
con una linea celular de promastigotes de L. major que exprese la proteina
recombinante Brfl-PTP se esperaria que fuese posible la eliminacién de las dos

copias alélicas de Brfl.

Las interacciones proteina-proteina que establece Brfl podrian ser determinadas
mediante ensayos de purificacion por afinidad en tandem y espectrometria de
masas. Se esperaria identificar otras proteinas participantes del proceso de
transcripcion de Pol Il en este parasito de divergencia temprana, como otras

subunidades de TFIIIB o subunidades de Pol lIl.
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3. OBJETIVOS

Objetivo general

Identificar las proteinas con las que interactta Brfl en L. major. Asimismo, intentar
la obtencion de mutantes nulas de Brfl en un cultivo que exprese la proteina
recombinante Brfl-PTP.

Objetivos particulares

- Analizar la secuencia y estructura de Brfl mediante herramientas de
bioinformética.

- Verificar la correcta expresion de la proteina recombinante Brfl-PTP en el
cultivo L. major + Brfl-PTP.

- Determinar las interacciones proteina-proteina que establece Brfl mediante
experimentos de purificacion por afinidad en tAndem y espectrometria de
masas.

- Obtener y caracterizar clonas celulares en las que se haya eliminado una
copia enddgena del gen de Brfl (knock-out sencillo), a partir del cultivo L.
major + Brfl-PTP.

- Intentar generar clonas celulares en las que las dos copias endogenas de

Brfl hayan sido eliminadas (knock-out doble).
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4.2 Andlisis bioinforméaticos

Las secuencias de los ortologos de Brfl entre las diferentes especies se obtuvieron
de la base de datos de NCBI y de TriTrypDB (http://tritrypdb.org/tritrypdb/). Para el
alineamiento  multiespecie  se  utilizd6 el servidor Clustal Omega
(https://lwww.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) y UniProt (http://www.uniprot.org/align/).
La identificacion de dominios se realiz6 con SMART (http://smart.embl-
heidelberg.de/). La prediccion de la estructura secundaria se obtuvo mediante los
programas PSIPRED (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) y JPRED
(http://www.compbio.dundee.ac.uk/jpred/). La identificacibn de residuos
fosforilables putativos se realiz6 con el programa PhosTryp, especifico para

tripanosomatidos (http://phostryp.bio.uniromaz2.it/).

El modelado por homologia se realizé utilizando los servidores SWISS-MODEL
(https://swissmodel.expasy.org/) y Phyre 2
(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/html/page.cgi?id=index). El modelo obtenido
se edito utilizando el software Swiss-PDB Viewer (https://spdbv.vital-it.ch/).

4.3 Cultivo y conteo celular

Promastigotes prociclicos de L. major cepa Friedlin fueron crecidos y mantenidos a
27°C en medio BM (suero fetal bovino descomplementado al 10%, infusién cerebro-
corazon 0.25%, 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 7.4), hasta

alcanzar fase media de crecimiento logaritmico en 5 mL totales de medio.

El conteo de parasitos se realizé6 mediante dilucion 1:10 (50 uL de cultivo diluidos
con 450 pL de PBS-formaldehido al 2%). Se colocaron 10 pL de dicha dilucion en
una camara de Neubauer y se conté el nUmero de células dentro de los cuadros en
diagonal de cada cuadrante de la esquina. La suma total de células se multiplicé por

10%para obtener el nimero de parasitos por mililitro de cultivo.

Para la crio-preservacion de las lineas celulares, se tomaron 1x108 células, se

centrifugaron a 4000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Las células se resuspendieron
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en 1 mL de suero fetal bovino descomplementado con 10% de glicerol y se
transfirieron a un criovial que fue almacenado a -70°C por 24 horas, para después
colocarlo en un tanque con nitrogeno liquido. Cuando fue necesario, los crioviales
se descongelaron y se diluyeron en 4 mL de medio BM sin drogas de seleccién. 24
horas después se les agreg6 la mitad de la concentracion de drogas y 48 horas

después el resto para completar la concentracion final de cada antibiotico.

4.4 Purificaciéon de plasmidos

Las construcciones con los genes de resistencia a antibigticos se obtuvieron a partir
de la purificacion de plasmidos a gran escala (Maxiprep), que se realizé a partir de
colonias bacterianas blancas (resistentes a ampicilina e incapaces de digerir X-Gal)
almacenadas a -70°C en glicerol. Las bacterias se crecieron en placas de agar LB
con ampicilina (0.01%) a 37°C durante 24 horas para activarlas. Posteriormente, las
colonias se inocularon en 1 L de medio LB liquido con ampicilina (100 pg/mL) y se
incubaron en agitacion a 200 rpm durante toda la noche. Para la purificacion se
emple6 el kit NucleoBondR Xtra Maxi EF (Macherey-Nagel) siguiendo las
indicaciones del fabricante. A partir del cultivo crecido over-night se determiné la
densidad 6ptica mediante espectrofotometria (>2 OD; A= 600 nm), sin embargo, no
se alcanzo la densidad 6ptica requerida, por lo que se centrifugd a 4500 x g durante
10 minutos a 4°C en tubos coénicos de 50 mL, se descartd el sobrenadante y se
determiné la masa de la pastilla (~3 g). Las pastillas se resuspendieron en 12 mL
del buffer RES-EF. Posteriormente, se agregaron 12 mL de buffer LYS-EF y se
homogeneiz6 por inversion (4-6 veces) y se incub6 a temperatura ambiente por 5
minutos. Durante este tiempo, se equilibré una columna NucleoBondR Xtra con 35
mL de buffer EQU-EF, teniendo especial cuidado en unicamente humedecer los
bordes de la columna. A continuacion, se neutralizo la lisis con 12 mL de buffer
NEU-EF homogeneizando 10-15 veces por inversion. Para el paso de clarificacion
se centrifugod la muestra a 6000 x g durante 5 minutos, con el fin de llevar los restos
celulares a la pared del tubo. Después se cargo la fraccion liquida a la columna y
se permitio que se desplazara por gravedad. Posteriormente, se agregaron 10 mL
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de buffer FIL-EF y luego 90 mL de buffer ENDO-EF. Se hizo un lavado mas con 45
mL de buffer WASH-EF y después se eluyd el DNA con 15 mL de buffer ELU-EF.
Aunado a lo anterior, el material se concentré con 200 uL de buffer TE-EF mediante

NucleoBondR Finalizers. EI DNA se cuantificd y analiz6 en geles de agarosa al 0.8%.

4.5 Obtencién de los cassettes de resistencia a antibioticos

Las copias enddgenas del gen de Brfl serian reemplazadas por los genes de
resistencia a higromicina (Hyg) y a puromicina (Pac) que se encontraban en los
plasmidos pABrfl-Pac y pABrf1-Hyg (Figura 18), previamente generados (Gémez-
Garcia, 2015). Se realizaron digestiones con enzimas de restriccion especificas
para liberar los cassettes de interés, usando Xhol y Xbal para liberarlos de sus
respectivos vectores. Debido a que los tamafos de los fragmentos resultantes
(cassette y cuerpo del vector) eran muy similares (cercanos a los 3000 pb), también
se digirieron con Scal (para Pac) y con Xmnl (para Hyg) para cortar el cuerpo del

vector en dos fragmentos y asi poder diferenciarlos en geles de agarosa.

Scal
Ampicili

pPABrfl-Hyg ' pABrf1-Pac

Higromicina

Scal Puromicina

xtat 7

Xmal UTR-5' |
EcoRI

Figura 18. Mapas de los vectores pABrf1-Hyg (A) y pABrf1-Pac (B).
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4.6 Purificacién de fragmentos de DNA de geles de agarosa

Los vectores digeridos se corrieron en un gel de agarosa largo al 0.8% con pozos
amplios, con el fin de desplazar lo més posible cada una de las bandas. La
purificacion se realiz6é cortando la fraccion del gel que contuviera el fragmento de

DNA deseado y con ayuda del kit NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up de acuerdo

con las indicaciones del fabricante. Primeramente, el DNA digerido se precipité con
acetato de sodio (C2H3sNaO2) 3 M y etanol, se resuspendio en un volumen final de
30 pL de agua destilada y se separé en un gel de agarosa por ~2 horas a 100 voltios.
Con ayuda de un transiluminador UVP (M-26), se identificé la banda de interés y
con un escalpelo se cort6 el fragmento de gel que la contenia. Se determiné la masa
del fragmento, se coloco en tubos Eppendorf de 1.5 mL y se agregaron 200 uL de
buffer NTI por cada 100 mg de gel de agarosa. Se incubo la muestra a 50°C hasta
que se disolviera por completo el gel (aproximadamente 10 minutos).
Posteriormente, se colocé una columna NucleoSpinR Gel and PCR Clean-up dentro
de un tubo colector y se cargaron 700 pL de la muestra, donde se uniria el DNA, se
centrifugd a velocidad maxima 30 segundos y se descart6 el volumen que fluyo al
tubo colector. Cuando fue necesario, se cargo el resto de la muestra y se repitieron
los pasos descritos. Posteriormente, se lavoé la columna con 700 uL de buffer NT3 'y
se centrifugd de la misma forma. Para eliminar restos de humedad en la columna,
se centrifug6 a velocidad maxima durante 1 minuto y después se colocaron 30 pL
de buffer de elucién NE, sustituyendo el tubo colector por un tubo Eppendorf de 1.5
mL. Para este caso, se realizaron 2 eluciones con el mismo volumen en cada una,

recuperando finalmente 60 uL de DNA eluido en cada tubo.

4.7 Electroporacion de L. major

Para cada electroporacion se emplearon 1x108 células de un cultivo que expresaba
mediante episomas la proteina Brfl unida a una bandera PTP. Los parasitos se
centrifugaron a 4000 rpm durante 12 minutos a 4°C. La pastilla se resuspendi6 en

10 mL de PBS-G y se centrifug6 de la misma forma. La pastilla se resuspendi6 en
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10 mL de buffer Cytomix (HEPES 25 mM, KCI 120 mM, CaClz 0.15 mM, K2HPO4 10
mM, EDTA 2 mM y NaCl 5 mM), se centrifugaron nuevamente y se resuspendieron
en 400 pL del mismo buffer. Las células se transfirieron a una celda de
electroporacion con gap de 4 mm (BTX) enfriada en hielo previamente,
posteriormente se agregaron 5 — 10 pg de DNA lineal y se homogeneizd, incubando
en hielo durante 10 minutos. Se dio un pulso de 1600 V, 25 Ohms y 50 uF con el
electroporador BTX. Después del pulso, las celdas se colocaron en hielo
inmediatamente durante 10 minutos y posteriormente las células se transfirieron a
tubos coénicos de 50 mL con 10 mL de medio BM sin drogas y se dejaron crecer a
27°C. Las drogas de seleccién se agregaron en las 48 horas posteriores a la
transfeccion, por lo que los cultivos quedaron complementados con G418 (25

pg/ml), higromicina (16 pg/mL) y/o puromicina (12.5 pM).

4.8 Extraccion de DNA gendmico

La extraccion de DNA gendmico (DNAQ) se realiz6 siguiendo las instrucciones del
fabricante del mini kit PureLink Genomic DNA (Invitrogen). 3x108 células fueron
centrifugadas a 5000 rpm durante 10 minutos a 4°C, lavadas y resuspendidas en
200 pL de PBS. Posteriormente fueron tratadas con proteinasa K y RNasa A a
temperatura ambiente por 2 minutos. Después se realiz6 la lisis con 200 pL de buffer
Lysis/Binding, homogeneizando con vértex, posteriormente se incub6 a 55°C por 10
minutos y se afadieron 200 pL de etanol absoluto. La muestra se cargé a una
columna PureLinkR Spin y se centrifugé a 10,000 x g por 1 minuto y se descart6 el
sobrenadante. Se hicieron lavados con 500 pL de buffer 1 y después con buffer 2 y
finalmente se seco la columna centrifugando a velocidad maxima por 3 minutos. El
DNA se eluyo con 200 pL con buffer de elucion. La concentracion del DNAg extraido
se cuantificd por espectrofotometria a 260 nm y se verificd6 mediante electroforesis

en gel de agarosa.
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4.9 Electroforesis de DNA en gel de agarosa

Los geles requeridos se prepararon a una concentracion de 0.8 — 1% con buffer
TBE 0.5% (Tris base-HCI 5.4%, acido borico 2.74% y EDTA 0.46%) usando Midori
Green Advance 0.1 pg/mL o bromuro de etidio 0.1 pg/mL como agentes
intercalantes para observar los acidos nucleicos bajo luz UV. La polimerizacién de
los geles fue de 15 — 20 minutos y se corrieron inmersos en buffer TBE 0.5x en
camara de electroforesis a 100 voltios durante el tiempo necesario. Cada muestra
de DNA fue resuspendida en buffer de carga GLB 1x (azul de bromofenol 0.25%,
xilen-cianol 0.25%, glicerol 30%). Como marcador de peso molecular se cargaron
500 ng de la escalera de 1 kb DNA de Invitrogen. Los geles se visualizaron y
fotografiaron en un sistema de documentacién de geles Gel Doc™ EZ System (Bio-
Rad).

4.10 Reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR)

Para verificar la presencia de los genes de resistencia a antibiéticos, se realizaron
reacciones de PCR de punto final con los oligonucleétidos necesarios (Tabla 2).
Estas reacciones se llevaron a cabo en tubos de PCR, adicionando buffer KAPA
Tag PCR, mezcla de dNTPs (200 uM), DNA templado (100 ng) y 1 — 3 unidades de
DNA polimerasa KAPA Taq (Promega) en un volumen final de 50 pL con agua

destilada.

Tabla 2. Oligonucleétidos empleados para la verificacién del knock-out sencillo.

OLIGONUCLEOTIDO SECUENCIA
Hyg 5’ AGTTCGACAGCGTCTCCGAC
Hyg 3’ AAGTAGCGCGTCTGCTGCTC
Bdp1-3-rev-hyg GTCGGAGACGCTGTCGAACT
Brf1-5"UTR-2-forward ACATGGTAGCACATGCACCAC

Se realizaron en 30 ciclos, incluyendo la desnaturalizacion a 95°C durante 1 minuto,

el alineamiento a 55°C durante un minuto, la extension a 72°C durante 1 minuto y
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un ciclo de extension final a 72°C durante 7 minutos. Se empleé un termociclador
T100™ Thermal Cycler (Bio-Rad).

4.11 Experimentos tipo Western blot

Un total de 25x108 células se centrifugaron a 4000 rpm durante 10 minutos a 4°C,
se lavaron en dos ocasiones con 500 puL de PBS 1x centrifugando de la misma
forma y descartando el sobrenadante. Se resuspendieron en 20 pL de PBS-buffer
Laemli 2x (Tris-HCI 83 mM pH 6.8, SDS 118 mM, azul de bromofenol 99.5 uM,
glicerol 33.3%), se colocaron en tubos de 1.5 mL en agua en ebullicién durante 10
minutos y se transfirieron posteriormente a hielo durante 5 minutos. Las muestras
se fraccionaron en un gel de poliacrilamida con dodecil sulfato sédico (SDS-PAGE)
donde se involucra un sistema discontinuo con dos geles: uno concentrador de
poliacrilamida al 3.9% (Tris-HCI 160.6 mM pH 6.8, SDS 0.12%, azul de bromofenol
0.55% y TEMED 0.06%), y un gel separador de poliacrilamida al 10% (Tris-HCI 1.9
M, SDS 0.5%, TEMED 0.25% y glicerol 25%). De esta forma, las proteinas migrarian
de acuerdo Unicamente a su masa molecular. La electroforesis se realizé con buffer
de corrida 1x (Tris 24.76 mM, glicina 191.82 mM, SDS 3.54 mM) a 70 voltios hasta
gue el frente de corrida entrara al gel separador (~30 minutos) y posteriormente a

100 voltios por ~1.5 horas.

Transcurrida la electroforesis en gel, las proteinas fraccionadas se transfirieron a
membranas de PVDF con buffer de transferencia 1x (Tris 25 mM, glicina 191.82
mM, metanol 20%). La trasferencia se llevé a cabo a 100 voltios durante 2 horas a
4°C.

Posteriormente, las membranas fueron bloqueadas con PBS — Tween-20 0.05% y
leche descremada al 5% durante toda la noche a 4°C en agitacién constante. Al dia
siguiente, se incubaron con el anticuerpo primario anti-FLAG (dilucion 1:500) o anti-
proteina C (dilucién 1:500), que reconocen epitopes dentro de la bandera PTP,
durante dos horas. Posteriormente, se hicieron 3 lavados de 10 minutos con PBS —

Tween-20 0.05% y se incub6 con el anticuerpo secundario HRP anti-conejo (dilucion
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1:3000) durante una hora. Finalmente, se repitieron los lavados de la misma forma.

Para el revelado se utilizé el sistema Immobilon™ Western (Millipore).

4.12 Purificacion por afinidad en tandem

Se trabaj6 con una linea celular de L. major que expresa la proteina recombinante
Brf1-PTP. Se creci6 un cultivo de 3 L de medio BM con 50 pg/mL de G418 hasta
que alcanzé la fase media de crecimiento logaritmico (30 x 108 células/mL).
Después se centrifugé a 6000 rpm durante 10 minutos a 4°C en una centrifuga
Avanti J-25 | (Beckman) y se descart6 el sobrenadante. Se lavo la pastilla con PBS-
G y posteriormente se resuspendié en 40 mL de buffer PBS-G en un tubo conico de
50 mL.

Se adicion6 buffer IPP-150 (Tris-HCI 10 mM pH 8.1, NaCl 150 mM, NP-40 0.1%)
frio con inhibidores de proteasas 2.5x%. Se homogeneiz6 por inversion y se adiciono
3.5 mL de Triton X-100 al 10% y se homogeneiz6 nuevamente por inversion. Se
incubd en hielo durante 30 minutos esperando que la lisis celular fuera completa.
Sin embargo, al hacer una observacién al microscopio aun no se observaron las
células completamente lisadas, por lo que fue necesario dar 50 golpes con un
homogenizador previamente enfriado. El lisado se centrifugd a 10,000 rpm por 15

minutos a 4°C.

Se montd una columna Econo-Pac (Bio-Rad) de 20 mL y se adicionaron 10 mL de
IPP-150 y 350 pL de perlas de sefarosa IgG (Amersham). Se incubd durante 5
minutos y posteriormente se permiti6 que el liquido drenara por gravedad.
Posteriormente se adiciono el lisado celular (~20 mL) y se rot6 la columna durante
3 horas a 4°C. Después de ese tiempo, se volvidé a drenar la columna para liberar

las fracciones no unidas a IgG.

Posteriormente se equilibré la columna con 15 mL de buffer de proteasa ACTEV
(KCI 150 mM, Tris-HCI 20 mM pH 7.7, MgCl2 3 mM, DTT 0.5 mM, Tween-20 0.1%,
EDTA 0.5 mM) incubando a 4°C durante 10 minutos en rotacion. Se resuspendieron
las perlas en 2 mL de buffer de proteasa ACTEV mas 20 uL de proteasa ACTEV
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(Invitrogen) (a 10 U/uL) para que el complejo proteico fuera digerido durante 3 horas
a 4°C en rotacion constante. La columna se drené por gravedad, se lavo con 350
puL de amortiguador PC-150 (Tris-HCI 20 mM pH 7.7, KCI 150 mM, MgCl2 3 mM,
DTT 0.5 mM, Tween 20 0.1%, CaCl2 0.5 mM), equivalente al volumen muerto de las
perlas de sefarosa IgG. Posteriormente se elevd a un volumen de 6 mL con buffer
PC-150 con CaClz a una concentracion final de 3 mM e inhibidores de proteasas
2%, antes de adicionarlo a una columna de cromatografia desechable Econo-Pac
(Bio-Rad) de 5 mL conteniendo 250 pL de matriz de afinidad a-Prot C ("HPC4”,
Roche). La columna se incubd 3 horas a 4°C en rotacion suave, y posteriormente
se drend por flujo de gravedad y se lavé 8 veces con 5 mL de PC-150. Finalmente,
se realizaron seis eluciones, cada una con 300 pL de buffer de elucion (Tris-HCI 5
mM pH 7.7, EGTA 10 mM, EDTA 5 mM, inhibidores de proteasas 1x). Una fraccion
de las muestras se analizaron por SDS-PAGE vy se tifieron con plata usando el kit
PlusOne Silver Staining (GE). Para identificar las proteinas co-purificadas con Brfl-
PTP, las muestras fueron concentradas en columnas Amicon®R Ultra (Millipore) de
0.5 mL, siguiendo las instrucciones del fabricante y posteriormente fueron enviadas
a analizar mediante espectrometria de masas a la Unidad de Servicios de Apoyo a
la Investigacion y a la Industria (USAII) de la Facultad de Quimica, UNAM.

Todos los reactivos utilizados durante este estudio cumplian con grado biologia

molecular.
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5. RESULTADOS

5.1 Andlisis bioinforméticos

5.1.1 Ort6logo de Brfl en L. major

El gen de Brfl en L. major (LmjF.25.0440) se localiza en el cromosoma 25 y codifica
para una proteina predicha de 703 aminoéacidos. Con el fin de determinar si la
secuencia proteica de Brfl en este parasito posee las caracteristicas distintivas de
ortélogos de Brfl de otras especies, se llevd a cabo un analisis bioinforméatico. La
comparacién entre las secuencias de aminoacidos de Brfl de humano
(AAHB86856.1) y L. major mostrd un porcentaje de identidad relativamente bajo (del
19.6%). Sin embargo, encontramos que la secuencia de L. major presenta los tres
dominios caracteristicos del extremo amino terminal de los ortélogos de Brfl: el

motivo zinc-ribbon y dos secuencias repetidas de ciclina (Figura 19A).

Cabe destacar la presencia en el dominio zinc-ribbon de los cuatro residuos de
histidina o cisteina coordinadores del ion zinc: Cys-4, His-6, Cys-22 y Cys-25
(marcados con una cufia en la Figura 19A). Como ocurre en otras especies, los
repetidos de ciclina de Brfl en L. major no son idénticos entre si, sino que mostraron
una identidad del 17%. Brfl de L. major presenta también el llamado bloque de
homologia |, localizado después del segundo repetido de ciclina (Figura 19A). Esta

secuencia esta presente en los ortélogos de Brfl de levaduras y en humano.

La prediccion de la estructura secundaria de Brfl de L. major con el programa
SWISS model mostré que esta proteina esta formada casi exclusivamente por a-
hélices. La excepciodn la constituye el zinc-ribbon, el cual esta formado por laminas
B (Figura 19A). Cada repetido de ciclina esta formado por cinco a-hélices (Figura

19A), como se ha reportado en otros ortélogos de Brf1.
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Figura 19. Andlisis estructural de Brfl en L. major. A) Alineamiento del extremo N-terminal de los
ortélogos de Brfl en L. major (Lm, LmjF.25.0440) y humano (Hs, AAH86856.1), donde se muestran
los dominios zinc-ribbon, repetidos de ciclina y el bloque de homologia I. Los residuos conservados

se marcan con sombreado negro y fuente blanca, las substituciones conservadas presentan
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sombreado gris oscuro y las substituciones semiconservadas se presentan con sombreado gris claro.
Dentro del motivo zinc-ribbon se sefialan con una cufia los residuos reguladores del ion zinc. Se
indica la estructura secundaria predicha con flechas (laminas f3) y barriles (hélices a). B) Modelado
por homologia de los repetidos de ciclina de Brf1 en L. major (LmBrfl). Como control se obtuvo el
modelo de Brfl en humano (HsBrfl). La similitud en las estructuras es alta, por lo que en el sobrelape
(LmBrfl + HsBrfl) no se observan diferencias significativas. Estos dos modelos se obtuvieron
usando como templado a TFIIB de humano (51Y9). Los colores de las hélices a corresponden a los

presentados en el alineamiento (panel A).

Posteriormente se obtuvo la estructura tridimensional de los dos repetidos de ciclina
mediante modelado por homologia (Figura 19B, panel superior izquierdo), tomando
como templado a TFIIB de humano (51Y9). El modelo indicé que esta porcion de la
proteina esta formada por dos regiones globulares que justamente corresponden a
los dos repetidos de ciclina. Las regiones globulares, formadas por 5 a-hélices,
estan enlazadas a través de un linker sencillo. Como control, se gener6 el modelo
de Brfl de humano (Figura 19B, panel superior derecho), el cual mostré una
estructura casi idéntica a la de L. major, como puede apreciarse en el sobrelape de
ambas estructuras (Figura 19B, panel inferior).

Tomando en consideracion que la funcion de Brfl se regula mediante la fosforilacion
de algunos de sus aminoéacidos (Felton-Edkins et al., 2003; Woiwode et al., 2008;
Lee et al., 2015), se realizdé una busqueda de probables sitios de fosforilacién en
Brfl de L. major, usando el programa PhosTryp. Se encontraron ocho residuos que
potencialmente podrian ser fosforilados con un alto nivel de probabilidad (>0.8)
(Tabla 3). Estos residuos corresponden a serinas y treoninas localizadas en la
region C-terminal de la proteina (Figura 20).
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Tabla 3. Identificacion de probables sitios de fosforilacion en Brfl de L. major mediante PhosTryp.

Residuo Posicion Probabilidad

Treonina 549 0.991
Serina 544 0.966
Serina 515 0.936
Serina 320 0.895
Serina 442 0.870

Treonina 345 0.850
Serina 401 0.829
Serina 425 0.809

5.1.2 Andlisis de ortélogos de Brfl en tripanosomatidos

Mediante andlisis tipo BLAST se identificaron las secuencias de los ort6logos de
Brfl en L. mexicana (LmxM.25.0440), L. braziliensis (LbrM.25.0390), L. tropica
(LTRL590_250010300), T. brucei (Th927.11.470), T. cruzi (TcCLB.507093.180) y T.
vivax (TvY486_1100330). Se realiz6 un alineamiento multiespecie (Figura 20)
donde se representan los residuos totalmente conservados (fondo negro y fuente
blanca), substituciones conservadas (fondo gris oscuro) y substituciones
semiconservadas (fondo gris claro). Ademas, las secuencias se compararon en una
matriz de identidad (Tabla 4). Entre las diferentes especies de Leishmania se
observé conservacion en el tamafio (696-703 aminoacidos) y un alto indice de
identidad de aminoacidos que varia entre 86 y 96%. La conservacion entre las
diferentes especies de Trypanosoma fue menor, pues se observaron porcentajes
de identidad entre 63.8 y 67.7%. Asimismo, entre L. major y los tripanosomas la
identidad de Brfl varia entre 52 y 55%.

En resumen, el andlisis in silico realizado demostré que Brfl de L. major posee las
caracteristicas tipicas de secuencia y estructura presentes en otros ortélogos de
Brfl. Asimismo, encontramos que entre las diferentes especies de Leishmania
existe una elevada conservacion en la secuencia de Brfl, mientras que entre

especies de Trypanosoma la conservacién es moderada.
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Figura 20. Ortologos de Brfl en algunas especies de tripanosomatidos. Alineamiento
multiespecie de los ortologos de Brfl en L. major (Lmj), L. mexicana (Lmx), L. braziliensis (Lbr), L,
tropica (Ltr), T. brucei (Tb), T. cruzi (Tc) y T. vivax (Tv); donde se puede apreciar la alta conservacion
entre especies de Leishmania. Se sefialan los dominios zinc-ribbon, los repetidos de ciclina y el
blogue de homologia | (I); asi como la posicién de los residuos potencialmente fosforilables en L.
major con rojo. La conservacion de aminoacidos y las substituciones de residuos se sefialan de la

misma forma que en la figura 19A.
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Tabla 4. Matriz de porcentajes de identidad de la secuencia de aminoacidos de diferentes ortdlogos
de Brfl en tripanosomatidos. Las abreviaturas corresponden a las de la Figura 20.

Lbr Lmx Lmj Ltr Tv Tb Tc
Lbr 100 88.18 86.17 87.46 50.56 51.40 54.29
Lmx 88.18 100 95.31 96.59 52.05 52.72 55.54
Lmj 86.17 95.31 100 96.73 52.05 52.72 55.36
Ltr 87.46 96.59 96.73 100 52.61 53.21 55.18
Tv 50.56 52.05 52.05 52.61 100 63.81 66.12
Tb 51.40 52.72 52.72 53.21 63.81 100 67.74
Tc 54.29 55.54 55.36 55.18 66.12 67.74 100

5.2 Verificacion de la expresion de Brf1-PTP

En el laboratorio se contaba ya con un cultivo de promastigotes de L. major que
expresa la proteina recombinante Brfl-PTP (LmjF + Brfl-PTP), generado hace
varios afios (Flores-Pérez, 2011). Se procedié entonces a confirmar que dicho
cultivo continuara expresando correctamente la proteina Brfl fusionada a la
bandera PTP, para lo cual se realizaron experimentos tipo Western blot (Figura 21).
Se utilizaron dos anticuerpos gue reconocen epitopes de la construccion PTP: anti-
FLAG (Figura 21A) y peroxidasa anti-peroxidasa (PAP) que reconoce el dominio
Prot A (Figura 21B). Considerando que el tamafio predicho de Brfl es de 77 KDa y
gue la bandera PTP tiene un tamafio de 20 kDa, se esperaba observar una banda
de 97 KDa. Se comprobdé que la linea celular si expresaba correctamente la proteina
Brf1-PTP, al observarse la banda esperada de ~100 KDa en la linea celular, y no
asi en células silvestres (Figura 21). Una vez verificada la expresion de la proteina
recombinante Brf1-PTP, se procedio a la realizacion de los ensayos de purificacion

por afinidad en tandem para identificar las proteinas con las que interactta Brf1.
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Figura 21. Experimentos tipo Western blot para verificar la expresion de Brfl-PTP. Se
analizaron una poblacion (carriles 2) y la clona 1 (carriles 3) del cultivo LmjF + Brf1-PTP utilizando
anticuerpos anti-FLAG (panel A) y anti-Prot A (PAP) (panel B). En ambos casos se observa sefial
ligeramente por debajo de la marca de 100 kDa, por lo que se concluye que corresponde a la proteina
recombinante cuya masa molecular predicha es de ~97 kDa. En los carriles 1 de ambos paneles se

analizaron células wild-type como control.

5.3 Purificacion por afinidad en tandem

Para identificar las proteinas a las que se une Brfl para llevar a cabo su funcién, se
realizaron experimentos de purificacion por afinidad en tAndem, utilizando la linea
celular LmjF + Brfl-PTP. En la primera cromatografia se emplearon perlas
acopladas a IgG, las cuales reconocen el dominio Prot A de la bandera PTP. En la
segunda cromatografia se usan perlas con anti-proteina C, las cuales se unen al
dominio Prot C de la bandera. Los eluidos finales fueron analizados mediante
electroforesis en un gel de poliacrilamida tefiido con plata usando el kit PlusOne
Silver (GE) (Figura 22).
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Figura 22. Eluidos finales de la purificacién por afinidad en tandem. Se analiz6 una fraccion de
los eluidos finales por SDS-PAGE vy el gel se tifid con plata. De acuerdo a los resultados de
espectrometria de masas, con flechas se sefialan las bandas correspondientes a la proteina blanco
Brfl y a la proteina de unién a caja TATA (TBP) (carril 2), ambas caracterizadas como subunidades
de TFIIIB en eucariontes. En el carril 1 se coloco el marcador BLUE Wide Range Prestained Protein
Ladder (CS Cleaver Scientific Ltd).

En el gel se observaron aproximadamente 10 bandas, con un tamafio de entre ~25
y >100 kDa (Figura 22). Los eluidos finales fueron concentrados mediante columnas
Amicon® Ultra (Millipore) de 0.5 mL con membrana de corte de 3 kDa.
Posteriormente fueron enviados a analizar por espectrometria de masas a la Unidad
de Servicios de Apoyo a la Investigacion y a la Industria (USAII) de la Facultad de
Quimica, UNAM. En la Tabla 5 se muestran las proteinas identificadas. Como era
de esperarse, fue identificada nuestra proteina blanco, Brfl. Del resto de las
proteinas destaca TBP (proteina de unién a la caja TATA), la cual forma parte del

factor de transcripcién TFIIIB en otros organismos.
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Tabla 5. Proteinas co-purificadas con Brf1-PTP, identificadas por espectrometria de masas.

Nombre Descripcion Masa molecular = Péptidos | Cobertura (%)
(kDa)

LmjF.25.0440 Brfl 77.2 13 41.39

LmjF.19.1390 TBP 31.1 10 42.32

LmjF.28.2780 HSP70 71.6 14 23.25

LmjF.13.0350 a tubulina 49.7 6 17.74

LmjF.01.0420 Proteina 23.7 1 5
ribosomal S7

LmjF.33.0318 HSP83 80.3 15 24

LmjF.33.0804 B tubulina 49.7 6 17.61

LmjF.35.0400 Proteina 30 8 34.85
ribosomal S3A

LmjF.17.0085 Factor de 49.1 3 6.9
elongacion 1 a

LmjF.04.0750 Proteina 24.5 2 12.21
ribosomal L10

LmjF.13.1220 Proteina 30.7 3 11

ribosomal S4

En las Figuras 23 y 24 se presentan los péptidos de Brfl y TBP identificados por
espectrometria de masas. De esta manera, nuestros resultados demuestran que
Brfl interacta con TBP en L. major. El resto de las proteinas no parecen estar
involucradas en transcripcion, por lo que probablemente sean contaminantes con
algun grado de afinidad a la matriz de la cromatografia. Sera necesario repetir este
experimento para confirmar nuestros resultados y para identificar otras proteinas

que se unan a Brfl en L. major.

Pagina | 46



Brf1 (LmjF.25.0440)

MSSCTHPTSALEFVDRONGRTITCTICGDVVTITDQYELDPIFAQGGROPASGGGLRGLAGSFRPATSYRGTHT G
VIESHSEPTIDEARREMINISRQLETSEDTVERALGTIYKVALNLNAVSGTRPSVLCACLYARCRRERTSHVT
YDFSEINGEDPHTILSQOME FAEQMDLGPQTTDVVVCALEVLRAMODDWISC
GERRPMGVCAAATLLVACYVFGI SRTPEQVCGMVRL.TSNTIGKELTEFAATPTARLENIDDYQFPSHETLEPAFN
DSSREKSTEEDVHASMRELSATFYELVSEARKTSQPATPERCDEWRRF IMKHCELEGITPLEENLDLKGLEPAQ
QLHILGLPHTKPIPLEEVARSVEREEHRLLVEREASLONGSDAGGSMSGARQGAVAGLLNNADVSSNGIPLY
LLPDESLASSLAQASPAMGYADDGGMHS SSAAVGAASMDS PEQLEWMTDEY TRLLNSNAEVMHLENDFDEAD
EDDANGAGGSSGGGAVAPPVSHPTONQPFSCGLSQLRGGSPPPGTPAEEDPFGEFFDRDDEGTRLALEEILYD
RERRHALPWEFLVLPRVEEDDCTDILSYLVLDNEERLERERIGVSLYGEKWKRGRARTDEETQKLEEARASK
RERRSVIAEPAVDVPTAMERATRGRGAGTVNISQIGELLPGMLEFLEDEPQADWD

Figura 23. Péptidos de Brfl identificados por espectrometria de masas. Se marcan con
diferentes colores las diferentes secuencias de los 13 péptidos identificados de la proteina blanco
Brfl.

TBP (LmjF.19.1390)

MDDDYAFFESDNLVEEELPVIGAFPDPVAEFGGVVGPTGAIGGSALTADGHLAAAAATTPGGDGAAANLD
VDELPPPIENVQEFLPNVRPDAFPVVVAVQAQASTPVGINLAELSCATENVEYMPNNRIPSATMRLHEPT
AVVMMHNSGALSIIGAASVSEAROAAELAART TRKALNLNEFSSLEFRVRSTARAR LDELAAYQ
LDPAMS IGVARKLQVSYEPERFNGCVLRLVGKS SRGDNQWSVSCSVEVIGKVOQLMGARSMDELRFAFNAEFV
PITAKNLDERKTA

Figura 24. Péptidos de TBP identificados por espectrometria de masas. Se marcan con

diferentes colores las diferentes secuencias de los 10 péptidos identificados de la proteina de unién
a TATA (TBP).

5.4 Obtencioén de cultivos knock-out sencillo de Brfl

En nuestro laboratorio se tratd previamente de obtener mutantes nulas de Brfl en
L. major (GOmez-Garcia, 2015). La imposibilidad de eliminar ambas copias de Brfl
sugirio fuertemente que Brfl es esencial para el crecimiento de L. major. Con objeto
de continuar con el estudio de la importancia de Brfl para la viabilidad celular, se
decidio intentar la eliminacion de las dos copias alélicas de Brfl en el cultivo LmjF
+ Brf1-PTP, el cual expresa la proteina recombinante Brf1-PTP a partir de episomas.
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Se esperaria que ahora si fuera posible eliminar las dos copias alélicas del gen de
Brf1. Para esto se trabajo con los vectores pABrf1-Hyg y pABrf1-Pac, previamente
generados en el laboratorio (Figura 18) (Gomez-Garcia, 2015). Para confirmar el
buen estado de dichos vectores, éstos se enviaron a secuenciar. El andlisis de la
secuencia reveld que los dos vectores estaban integros, con el orden correcto de
los insertos y sin mutaciones. Entonces, los plasmidos fueron preparados a gran

escala y digeridos para purificar los cassettes de Hyg y Pac.

Primeramente, el vector pABrf1-Hyg (Figura 18A) se digirid6 con las enzimas de
restriccion Xhol y Xbal para obtener el cassette de Hyg, asi como con Xmnl para
fragmentar el cuerpo del vector. De esta digestion se obtuvieron tres bandas (Figura
25A), incluida la que corresponde al cassette de Hyg, conteniendo el gen de
resistencia flanqueado por las regiones UTR-5 y 3 de Brfl (2867 pb).

Posteriormente, este fragmento se purifico y se concentro (Figura 25B).

Figura 25. Obtencidn del cassette Hyg. A) Digestion del plasmido pABrf1-Hyg con las enzimas de
restriccion Xhol, Xbal y Xmnl. Se observan tres bandas derivadas de la digestion (carril 2), donde la

banda de mayor tamafio corresponde al cassette de Hyg (2859 pb). B) Purificacion del cassette de
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Hyg (carril 2). En los carriles 1 de ambos paneles se cargaron 500 ng de marcador de masa molecular

1 Kb plus (Invitrogen).

Se utilizaron 10 pug del cassette de Hyg para electroporar promastigotes de L. major
y después de aproximadamente tres semanas se obtuvo una poblacion estable, con

crecimiento en presencia de higromicina como droga de seleccion.

Con el fin de caracterizar la linea celular, se obtuvieron tres clonas mediante
plagueo en cajas Petri. Dichas clonas se analizaron a través de PCR de punto final
para verificar la presencia del gen de Hyg en los cultivos transfectados. En la Figura
26 se presenta un gel de agarosa con el DNA genomico aislado de las tres clonas

celulares, el cual se observo integro.

pb 1 2 3 4

12000 —

Figura 26. Extraccion de DNA gendmico. Se aislé DNA gendmico de las 3 clonas obtenidas de un
cultivo transfectado con el cassette de Hyg (carriles 2-4). En el carril 1 se muestra la escalera de 1Kb

plus de Invitrogen, donde la banda de mayor tamafio es de 12 Kb.
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Posteriormente se analizaron por PCR las tres clonas celulares con dos pares de
oligonucledtidos, de acuerdo con el esquema presentado en la Figura 27. Como
molde se utilizo el DNA gendmico aislado (Figura 26) y como controles se realizaron
reacciones con DNA genomico de células silvestres, DNA del plasmido pABrf1-Hyg
y una reaccion sin DNA molde.

LmjF.25.0430 Brfl LmjF.25.0450

LmjF.25.0430 UTR-5 Hyg LmjF.25.0450

i
Bdp1-3-rev-hyg
A maw ¥
* Hyg 3’

Brf1-5' UTR-Z-For".uard 694 pb @

»

Hyg 5

Figura 27. Representacion esquematica del cassette de Hyg integrado en el locus de Brfl. El
mapa superior representa una copia endoégena del gen de Brfl, mientras que el mapa inferior
representa el reemplazo de una copia de Brfl por el gen de resistencia a higromicina. Se sefialan
los oligonucle6tidos empleados para el andlisis por PCR. La presencia del gen de Hyg se verifico
con los oligonucleétidos Hyg 5 e Hyg 3’, que generan un producto de 694 pb (B). La correcta
integracion del cassette en el locus de Brfl se confirmé con los primers Brfl-5’UTR-2-Forward y
Bdp1-3-rev-hyg (producto de 713 pb), pues el oligonucleétido sentido reconoce una regién del locus
de Brf1 localizada rio arriba de la region 5’-UTR, que no esta presente en el cassette Hyg (A).

Los productos de PCR fueron analizados en geles de agarosa al 1% (Figura 28).
Con los oligonucleétidos Hyg 5’ e Hyg 3’ (panel B) se observé una banda unica por
encima de los 650 pb en los carriles 2-5, correspondientes a las reacciones
preparadas con DNA gendmico de las tres clonas obtenidas y el plasmido pABrf1-
Hyg respectivamente, indicando la presencia del gen de resistencia a Hyg. Como
se esperaba, no se obtuvo ningun amplificado en los controles negativos con DNA

genomico de células silvestres (carril 6) y sin DNA molde (carril 7). En las reacciones
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con los oligonucleédtidos Brf1-5’UTR-2-Forward y Bdpl-3-rev-hyg (panel A) se
observo la banda esperada de 713 pb en las reacciones con DNA gendmico de las
tres clonas (carriles 2-4). Como se esperaba, no se observé amplificado en la
reaccion preparada con DNA del plasmido pABrf1-Hyg (carril 5), ni con DNA
gendmico de células silvestres (carril 6) ni en la reaccién sin DNA molde (carril 7);
estos resultados indican entonces que el gen de resistencia a Hyg se recombindé

correctamente en el locus de Brfl.

Figura 28. Productos de PCR. A) Reacciones con oligonucleétidos Brf1-5’'UTR-2-Forward y Bdp1-
3-rev-hyg con DNA gendmico de las tres clonas celulares como templado (carriles 2-4), DNA del
plasmido pABrf1-Hyg (donde no se esperaba amplicén) (carril 5), DNA gendmico de células silvestres
(carril 6) y una reaccion sin DNA molde (carril 7). Las bandas corresponden al tamafio esperado. B)
Reacciones con oligonucleétidos Hyg 5’ e Hyg 3'. Las muestras se cargaron en el mismo orden que
el panel A. En este caso, si se esperaba que en el carril 5 hubiera amplificacion. Se observan bandas
Unicas del tamafio esperado. En ambos paneles se us6 escalera de 1 Kb plus (Invitrogen) como

marcador de masa molecular en los carriles 1.

5.5 Intentos de obtencién de cultivos knock-out doble de Brfl

Despueés de verificar que una copia alélica de Brfl habia sido reemplazada por Hyg

(knock-out sencillo), se seleccioné la clona 3 para realizar el knock-out doble con
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Pac. Para este caso, el plasmido pABrf1-Pac (Figura 18B) se digirié con las enzimas
de restriccion Xbal y Xhol para liberar el cassette de Pac y con Scal para fragmentar
el cuerpo del vector. En el panel A de la Figura 29 se presenta la digestion del vector,
donde la banda de mayor tamafio corresponde al cassette Pac, el cual se purifico y

concentro (Figura 29B).

Figura 29. Obtencién del cassette Pac. A) Digestion del plasmido pABrf1-Pac con las enzimas de
restriccién Xhol, Xbal y Scal. Se observan tres bandas derivadas de la digestién (carril 2), donde la
banda de mayor tamafio corresponde al cassette de Pac (2773 pb). B) Purificacién del cassette de
Hyg (carril 2). En los carriles 1 de ambos péaneles se cargaron 500 ng de marcador de masa molecular

1 Kb plus (Invitrogen).

En un primer intento se utilizaron 5 pg de cassette Pac en una transfeccion por
duplicado. Sin embargo, no se obtuvieron células viables después de algunos dias

de completar la concentracion final de drogas de seleccion.

Se realizaron posteriormente multiples intentos para obtener el knock-out doble de
Brfl, utilizando concentraciones de cassette de Pac de 2.5, 5y 10 ug, obteniendo
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los mismos resultados negativos, pues no se recuperaron cultivos viables después
de la transfeccidn. Estos resultados sugieren fuertemente que Brfl es un gen
esencial para el crecimiento de promastigotes del L. major. Quiza la expresion de la
proteina recombinante Brf1-PTP en nuestra linea celular no fue lo suficientemente

elevada como para permitir la delecion de la segunda copia endégena de Brfl.
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6. DISCUSION

La transcripcion mediada por Pol Ill es fundamental para la sintesis de RNAs
esenciales para la viabilidad celular. Este proceso de transcripcion requiere la
participacion de factores de transcripcion como TFIIA, TFIIBy TFIIIC. Sin embargo,
en tripanosomatidos exclusivamente se han identificado las tres subunidades
componentes de TFIIIB: TBP, Bdpl y Brfl. La aparente ausencia de TFIlIIAy TFIIIC
en tripanosomatidos es notoria, considerando que en otros organismos estos dos
factores de transcripcion son esenciales para el crecimiento celular. Por otro lado,
la falta de TFIIIA y TFIIIC en los tripanosomatidos hace de TFIIIB el principal
regulador de la transcripcion de Pol Il en este grupo de organismos de divergencia

temprana, lo que hace aun mas relevante su estudio y caracterizacion.

6.1 Andlisis bioinformatico de la secuencia de Brfl en L. major

El gen de Brfl en L. major se localiza en el cromosoma 25, y codifica para una
proteina predicha de 703 aminoacidos. Mediante analisis in silico se determin6 que
efectivamente correspondia a un ortélogo de Brfl, pues posee los dominios
caracteristicos de esta familia de proteinas: el motivo zinc-ribbon y dos repetidos de
ciclina (Figuras 19 y 20).

Para el caso del dominio zinc-ribbon se identificaron los residuos Cys-4, His-6, Cys-
22 y Cys-25, los cuales corresponden a los residuos moduladores del i6n zinc y que
estan altamente conservados a lo largo de la escala evolutiva. Los miembros de la
familia de proteinas TFIIB (TFIIB, TFB y Brfl) contienen la secuencia consenso C-
X2-C(H)-X1517-C-X2-C y la formacién de tres laminas B antiparalelas en el extremo
N-terminal. En L. major se presenta la secuencia C-X-H-X15-X2-C la cual es una
secuencia muy conservada, excepto por presentar sélo un aminoacido (Thr-5) entre
los residuos Cys-4 e His-6. Asimismo, la estructura secundaria predicha también
esta conservada en L. major, pues se observan las caracteristicas laminas 8 (Figura
19).

Pagina | 54



La funcion del motivo zinc-ribbon ha sido caracterizada en diferentes modelos
bioldgicos. En el caso de TFIIB, este dominio es fundamental para el reclutamiento
de Pol Il al TSS y mutaciones puntuales o deleciones dentro de esta region impiden
la formacion del complejo de pre-inicio de Pol Il (Buratowski y Zhou, 1993; Hawkes
y Roberts, 2000). Por el contrario, en el sistema de transcripcién de Pol lll, el dominio
zinc-ribbon de Brfl pareciera no ser fundamental para el reclutamiento de Pol lll,
pero si lo es para la apertura del promotor (Kassavetis et al., 1997; Hahn y Roberts,
2000).

En cuanto a los repetidos de ciclina de Brfl en L. major (Figura 19B), el porcentaje
de similitud entre ambos repetidos fue del 17%, lo cual no resulta diferente a lo
reportado para otros organismos como levadura y humano, cuyos porcentajes de
similitud son del 14 y 15% respectivamente. Se ha reportado que es a través de este
dominio que se lleva a cabo la interaccion de Brfl con la subunidad C34 de Pol lli
(Khoo et al., 2014). Al analizar la secuencia de Brfl en otros tripanosomatidos, se
observo en todos los casos la presencia de los dos repetidos de ciclina (Figura 20).
Sin embargo, resulta interesante el hecho de que el segundo repetido de ciclina en
T. vivax esté “recortado” en su extremo C-terminal (Figura 20). Esto sugiere que, en
dicho organismo, TFIIIB podria establecer interacciones con la maquinaria

transcripcional de Pol Ill diferentes a lo reportado en levadura y vertebrados.

En las levaduras S cerevisiae, Candida albicans y Kluyveromyces lactis (Khoo et
al., 1994), asi como en humano se han identificado tres secciones conservadas en
la mitad carboxilo terminal de Brfl, denominados bloques de homologia I-1ll, los
cuales son regiones de unién especificas de Pol Ill. Diversos autores han referido
gue los bloques de homologia Il y Il establecen uniones con la subunidad TBP
(Khoo et al., 1994; Larminie y White, 1998; Khoo et al., 2014). En este estudio, se
observo la presencia del bloque de homologia | en L. major (Figuras 19A y 20); sin
embargo, en este parasito no se localizé ninguna region correspondiente a los
bloques de homologia Il y Ill. La excepcion la constituye T. vivax, el cual no presenta
ninguna secuencia correspondiente a este dominio (Figura 19). Si en L. major

solamente estéa presente el bloque de homologia |, seria necesario reconsiderar que
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la unidbn a TBP se realice mediante regiones no conservadas en Brfl de estos
organismos (Figuras 19A y 20). Esto refuerza la idea de que en tripanosomatidos
las interacciones de Brfl con el resto de la maquinaria transcripcional son diferentes

a las observadas en otros organismos.

La regulacion derivada de la fosforilacion en Brfl ha sido estudiada en otros
eucariontes, pues una disminucion en los niveles de fosforilacién de serinas en Brfl
interrumpe la unién con TBP (Woiwode et al., 2008). Aunado a esto, se ha reportado
que la hiper-fosforilacion de Brfl durante la mitosis (especialmente en metafase)
impide la expresion genética a través de un sistema en el que Brf1-TBP permanece
unido a las regiones promotoras de los tRNAs, pero no se establece union con Bdpl
(Fairley et al., 2003).

Se han reportado hasta el momento 3 residuos sujetos a fosforilacion en Brfl de
levadura (residuos 375, 381 y 384) (Lee et al., 2015) por las cinasas ERK y PIk1.
Resulta interesante el hecho de que estos sitios no corresponden a ninguno de los
sitios probables de fosforilacion identificados en L. major (Tabla 3), aunque en las
bases de datos se encuentran registradas algunas proteinas putativas que
corresponderian a los ortologos de las cinasas ERK y Plkl en este parésito. Para
profundizar en este campo del conocimiento, se requiere realizar estudios puntuales
para determinar los blancos de estas enzimas y la funciéon de cada residuo

mencionado en la Tabla 3.

6.2 Brfl interactia con TBP en L. major

Como se sabe, el factor de transcripcion TFIIIB esta compuesto por tres
subunidades proteicas (TBP, Bdply Brfl). En este trabajo, utilizando como proteina
blanco a Brfl haciendo ensayos de purificacion por afinidad en tandem, se logré
determinar por primera vez que Brfl de L. major tiene interaccion con TBP (Figura
22). Sin embargo, en nuestro experimento no se encontro la subunidad Bdpl (Tabla
5). Esto es en cierta medida un resultado esperado, pues se ha reportado que las

subunidades TBP y Brfl tienen uniones mas fuertes entre si, por lo que pueden co-
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purificar juntas con mayor facilidad. La subunidad Bdpl, por su parte, se une
débilmente al complejo TBP-Brfl, por lo que se separa facilmente de éste durante
el proceso de purificacion. Por otra parte, se ha observado que Bdpl se une al
complejo TBP-Brfl cuando éste se encuentra unido al promotor (Kassavetis y
Geiduschek, 2006; Hu et al., 2015). Se tiene planeado hacer nuevos ensayos de
purificacion, pero con células tratadas con formaldehido (2 al 5%) para fijar por
cross-linking las uniones proteina-proteina. De esta manera esperamos co-purificar
a Bdpl como parte del complejo TFIIIB de L. major. Asimismo, esperariamos
identificar otros componentes del complejo transcripcional de Pol Il en L. major.

Con respecto a las otras proteinas purificadas en el ensayo (Tabla 5), creemos que
pueden constituir proteinas contaminantes que tienen afinidad por las perlas
empleadas en las purificaciones. Para verificar esto, seré necesario realizar ensayos
con células silvestres, ademas de con las células que expresan la proteina
recombinante Brfl-PTP, para identificar a aquellas proteinas contaminantes que
tengan tendencia a unirse inespecificamente a las matrices que se usan para las
dos columnas de afinidad. No obstante, no podemos descartar que algunas de las
proteinas co-purificadas participen en la transcripcion de Pol Il en L. major. A este
respecto se ha reportado en S. cerevisiae que una proteina homaologa a Hsp70 (Ssb)
en conjunto con la proteina Bmh1 regula la transcripcién de genes reprimidos por

glucosa bajo algunas condiciones de estrés (Hubscher et al., 2016).

6.3 Brfl podria ser un gen esencial también en L. major

Desde la década de 1990, se han realizado estudios para la comprensiéon de la
funcidn de determinadas proteinas debido a su ausencia en especies de Leishmania
(Roberts, 2011). Anteriormente, en nuestro laboratorio se habia intentado eliminar
por completo las dos copias enddgenas de Brfl en L. major (Gémez-Garcia, 2015)
pero no se habia conseguido, lo que sugeria la idea de que se trataba de un gen
esencial. En este trabajo se intento la eliminacion de las dos copias enddgenas del
gen de Brfl de L. major a partir de la linea celular LmjF + Brf1-PTP, la cual expresa

mediante episomas a la proteina Brf1l-PTP recombinante. Se esperaba que la
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expresion de dicha proteina recombinante permitiera la eliminacion de las dos
copias enddgenas de Brfl. Se trabajé con las construcciones previamente
generadas en el laboratorio (Figura 18) y mediante recombinacion homologa se
obtuvo una poblacion y tres clonas celulares knock-out sencillo de Brfl en L. major
con relativa facilidad. La presencia del gen de resistencia a higromicina se comprobé
mediante PCR de punto final (Figura 28).

Posteriormente, se realizaron cinco intentos para obtener cultivos knock-out doble
de Brfl, tratando de reemplazar la segunda copia de Brfl por el gen de resistencia
a puromicina. Sin embargo, no fue posible la obtencion de células viables
resistentes a higromicina y puromicina. Esto incluso con la expresion de la proteina
recombinante Brf1-PTP (Figura 21).

Estos resultados indican que Brfl es un gen esencial para la viabilidad celular en
promastigotes de L. major. Es muy probable que la expresion de la proteina
recombinante Brf1-PTP sea relativamente baja en nuestra linea celular, por lo que
la delecion de la segunda copia enddgena de Brfl no fue posible. A este respecto,
ya ha sido reportado que Brfl es un gen esencial en levadura (Colbert y Hahn,
1992). Asimismo, Vélez-Ramirez et al. (2015) determin6 que el knock-down de Brfl
en T. brucei conlleva a muerte celular, siendo evidente la esencialidad de esta
subunidad de TFIIIB en la supervivencia de ese parasito. Un resultado similar podria
estar ocurriendo en L. major, pues parece evidente que los parasitos no sobreviven
a la eliminacion total de este gen. Desafortunadamente, en L. major no es posible
realizar knock-downs génicos, como en T. brucei, debido a que este organismo
carece de la via de interferencia de RNA. Una alternativa para el estudio de la
funcién de genes en L. major es el sistema CRISPR/Cas, que es un mecanismo
descubierto en bacterias como respuesta a virus o plasmidos invasores y que €es
descrito como un sistema basado en RNAs pequeiios de deteccion de secuencias

especificas y silenciamiento de acidos nucleicos foraneos (Jinek et al., 2012).

Inicialmente, para la edicion y estudio gendmico en tripanosomatidos se emplearon
meétodos clasicos de biologia molecular, tales como eventos de entrecruzamiento

en regiones de homologia iniciados por una rotura en la doble cadena de DNA y
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posteriormente el uso de DNAs lineales que contenian regiones de homologia en
los extremos para aumentar la eficiencia de reconocimiento durante la
recombinacién en el locus de algun gen de interés (Sollelis et al., 2015). Sin
embargo, fue en 2015 cuando dos grupos de investigadores (Sollelis et al., 2015;
Zhang y Matlashewski, 2015) emplearon por primera vez la técnica de edicion
CRISPR/Cas9 en L. donovani como una alternativa mas efectiva e innovadora, la

cual podria ser utilizada para la continuacion de este trabajo.
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/. CONCLUSIONES Y LOGROS

El ortdlogo de Brfl en L. major presenta los dominios tipicos de esta
subunidad del factor de transcripcion TFIIIB: el dominio zinc-ribbon y los dos

repetidos de ciclina, asi como el bloque de homologia I.

El modelado por homologia revelé una gran similitud en las estructuras
tridimensionales de los repetidos de ciclina entre Brfl de L. major y Brfl y
TFIIB de humano.

El cultivo LmjF + Brf1-PTP, generado previamente en el laboratorio, expresa

correctamente la proteina fusionada a la bandera PTP.

La proteina Brfl interactia con TBP, otra subunidad de TFIIIB en L. major.

Se generod una linea celular donde una copia alélica del gen de Brfl fue
sustituida por el gen de resistencia a higromicina (knock-out sencillo) a partir
del cultivo LmjF + Brf1-PTP.

No se obtuvieron lineas celulares knock-out doble de Brfl viables. Esto
sugiere gue se trata de un gen esencial en promastigotes de L. major, y que
la expresion de la proteina Brfl-PTP probablemente no sea lo
suficientemente alta como para permitir la substitucién de la segunda copia

alélica del gen.
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