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Resumen

Leishmania es un género de protozoos flagelados pertenecientes a la familia
Trypanosomatidae, grupo de organismos caracterizados por una expresion genética
peculiar, distinta de otros eucariontes. Desde que se reveld la secuencia genémica de L.
major en 2005, se ha avanzado en el estudio de los procesos moleculares y expresién de
genes. En nuestro laboratorio, estamos interesados en el estudio de la transcripcién de la
RNA Pol Ill, que se encarga de transcribir genes de tRNA, 55 rRNA y snRNAs, entre otras
moléculas esenciales para la viabilidad celular. En este estudio se caracterizé la subunidad
Tau95 del factor de transcripcién TFIIC de L. major (LmTau95), que forma parte
importante del complejo de transcripcion de RNA Pol Ill. Mediante analisis in silico se
encontré que LmTau95 presenta similitudes con su ortélogo en S. pombe, ya que
comparten dominios conservados y su estructura tridimensional predicha es muy similar.
También se generaron lineas celulares que expresan la proteina recombinante LmTau95-
PTP, para identificar las proteinas que se asocian con LmTau95 mediante ensayos de
purificacién por afinidad en tandem. Para ello, se amplificd el gen LmTau95 por PCR y se
cloné en el vector de expresidon PTP. El plasmido obtenido fue electroporado en células de
L. major. Una vez obtenida una poblacion transfectada establemente, se obtuvieron
clonas celulares, las cuales se analizaron y caracterizaron mediante Western blot para
corroborar la expresion de la proteina recombinante LmTau95-PTP. Con una clona
seleccionada se realizd la purificacidn por afinidad en tdndem. Los complejos moleculares
obtenidos fueron analizados mediante espectrometria de masas. Entre las proteinas
purificadas, identificamos los probables ortélogos de las dos subunidades de TFIIIC que
junto con Tau95 forman el subdominio TauA: Tau55 y Taul31. Asi, nuestros datos
sugieren que el factor TFIIIC se conforma de al menos tres subunidades (el subcomplejo
TauA) en L. major. Ademas, se identificaron algunas otras proteinas que podrian regular la

transcripcion de Pol lll en este eucarionte de divergencia temprana.



1. Introduccion

1.1 Caracteristicas generales de tripanosomatidos

La familia Trypanosomatidae incluye una serie de parasitos protozoos infecciosos para los
humanos, que en conjunto representan grandes problemas de salud publica en regiones
tropicales y subtropicales de casi todo el mundo. Esta familia incluye organismos
flagelados como Leishmania spp., Trypanosoma cruzi y Trypanosoma brucei, agentes
causales de la leishmaniasis, la enfermedad de Chagas y la enfermedad del suefio,

respectivamente (Bernardes et al., 2013).

La posesidn de un solo flagelo es comun en todos los tripanosomatidos (Figura 1). Este,
junto con el resto de los organulos celulares, debe replicarse una vez durante cada ciclo
celular. A diferencia de la situacién de los cilios en las células de mamiferos, el flagelo de
tripanosomatidos no se desensambla antes de la divisién celular, sino que permanece

intacto y se construye un nuevo flagelo junto al antiguo (Gluenz et al., 2015).

Esta familia se caracteriza también por la presencia de sélo una mitocondria, la cual es
alargada y abarca casi toda la célula (Figura 1). EIl DNA mitocondrial, conocido como
cinetoplasto (kDNA), se localiza en la base del flagelo (Figura 1), y se encuentra
conformado por una compleja red de moléculas circulares denominadas maxicirculos y
minicirculos (Figura 2). Este DNA tiene una capacidad de replicaciéon independiente del
DNA nuclear y codifica para los RNA guia pequefios (gRNA) que controlan la especificidad
del proceso de edicion del mRNA mitocondrial (Maslov et al., 2001; De Souza, 2002a; De

Souza 2002b).
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Fig. 1. Esquema de la morfologia de los tripanosomatidos. Modificado de Docampo et al., 2005.

Otra caracteristica distintiva es la presencia de microtubulos subpeliculares, localizados
debajo de la membrana plasmatica (Figura 1). Estos constituyen el citoesqueleto en los
tripanosomatidos, y su reorganizacion ayuda a los cambios morfoldgicos que presentan

estos parasitos a lo largo de sus ciclos de vida (De Souza, 2002a).

Los tripanosomatidos fueron las primeras células en las que se identificaron los
acidocalcisomas, organulos acidos densos con una alta concentraciéon de cationes como
fosforo (presente como pirofosfato y polifosfato) y calcio que en otros organismos
participan en varias funciones como la regulacién osmoética y el mantenimiento del pH
intracelular. El descubrimiento de que las membranas de los acidocalcisomas de
tripanosomatidos contienen varias bombas e intercambiadores sugirio una funcion

metabdlica parecida a la de otros organismos (Docampo et al., 2005).



Fig. 2. DNA mitocondrial. Micrografia electrénica de un segmento del DNA de cinetoplasto del
tripanosomatido Crithidia fasciculata, donde se observa el arreglo de los minicirculos. Tomado de Klingbeil y
Englund, 2004.

Un organelo exclusivo de los tripanosomatidos es el glicosoma. A diferencia de otros
eucariontes, en donde la glicdlisis es un proceso citosélico, los tripanosomatidos
contienen enzimas necesarias para la glicélisis en organelos llamados glicosomas, los
cuales poseen una maquinaria de proteinas similar a la de los peroxisomas y contienen
vias de generacién de energia clave, como la glucdlisis y la $-oxidacion de acidos grasos.
De hecho, la compartimentalizacidon de estas vias en glicosomas ayuda a los parasitos a
sobrevivir breves periodos de condiciones anaerdbicas durante las etapas intracelulares.
Los glicosomas de los tripanosomatidos pertenecen a la familia de microcuerpos, donde
también se engloban los glioxisomas de las plantas y los cuerpos de Woronin en hongos.
Especificamente, los glicosomas de tripanosomatidos participan en el metabolismo de
carbohidratos. En T. brucei, han sido identificadas en glicosomas siete enzimas de la ruta
glicolitica, dos del metabolismo del glicerol y varias del metabolismo de pirimidinas

(Opperdoes y Szikora, 2006; Jamdhade et al., 2015; Bauer y Morris, 2017).



1.2 Biologia del género Leishmania

Los parasitos del género Leishmania llevan el nombre de W.B. Leishman, quien identificé y
aislé una de las primeras cepas del parasito en 1901. Hasta 2017, alrededor de 53 especies
del pardsito han sido descritas en diferentes regiones del mundo. De éstas, se sabe que 31
especies son parasitas de los mamiferos y 20 son patdgenas para los seres humanos

(Alemayehu y Alemayehu, 2017).

Leishmania es un tipo de pardsito intracelular obligado que presenta un ciclo de vida que
involucra un hospedero vertebrado (que puede ser el humano) y uno invertebrado (la
mosca de la arena). El parasito presenta estadios replicativos no infectivos y estadios no
replicativos infectivos, que invaden células de la linea fagocitica mononuclear de sus

hospederos vertebrados (Figura 3) (Vaidyanathan, 2005).

Fig. 3. Estadios de Leishmania. (A) Promastigotes prociclicos, alargados modviles que se replican
extracelularmente en el intestino medio de la mosca de la arena. Los promastigotes metaciclicos (sefialados
con flechas) son los que se inyectan junto con la saliva de la mosca de arena en la piel, donde entran en las
células diana y establecen la infeccion en macréfagos y células dendriticas. (B) Amastigotes no moviles que
se replican dentro del compartimento fagolisosdmico de un macréfago infectado. La flecha indica
amastigotes dentro de la vacuola parasitéfora. (A) Tomado de Saraiva, et al. 2005; (B) Modificado de Soong,
2009).



1.2.1 Ciclo de vida

Los parasitos de Leishmania tienen un ciclo de vida dimérfico, trasladandose entre el
tracto alimentario de la mosca de arena como promastigotes extracelulares flagelados y
como amastigote intracelular dentro de los fagolisosomas de células mononucleares del
hospedero mamifero. La mosca de arena de la subfamilia Phlebotominae es el uUnico
vector natural conocido de Leishmania spp. responsable por la infeccion a humanos. La
hembra de la mosca requiere de alimentarse de sangre para poder oviponer, ya que los
nutrientes encontrados en la sangre son necesarios para el desarrollo de los huevos, lo

que permite al vector la transmisién de Leishmania (Inbar et al., 2017).

En el hospedero mamifero, la biologia del desarrollo del parasito es relativamente simple:
los promastigotes metaciclicos (formas infecciosas) se introducen en la piel por la picadura
de la mosca de la arena (Figura 4) (Gossage et al., 2003). En esta fase, los promastigotes
son inyectados por la probdscide de la mosca, y son fagocitados por los macréfagos. En
estas células, se transformardn en amastigotes dentro de fagolisosomas, donde se
multiplicaran por fisién binaria. Después de varias rondas de replicacidn, los amastigotes
lisardn el macrofago por carga parasitaria, siendo liberados para poder infectar a otras
células fagociticas mononucleares y permanecer en el hospedero mamifero (Handman y

Bullen, 2002).

El ciclo continta cuando una mosca ingiere células de un individuo infectado, en donde los
amastigotes entran por la probdscide, y se desarrollan en el intestino medio formando
promastigotes prociclicos altamente replicativos. Killick-Kendrick et al. (1974) reportaron
que la ultraestructura de Leishmania en las moscas de arena ha mostrado la adhesién de
los promastigotes a las microvellosidades del intestino medio mediante la insercién de los
flagelos de los parasitos. Eventualmente, los promastigotes prociclicos dejan de replicarse
y migran a la probdscide, donde se transforman en promastigotes metaciclicos, que son
las formas infectivas, no replicativas. Cuando la mosca pica a un mamifero transmite los

promastigotes metaciclicos, completdndose asi el ciclo de vida del parasito. En 2007,



Cohen-Freue et al. reportaron que Leishmania puede permanecer latente

décadas o durante toda la vida del mamifero.

Amastigote intracelular

Proliferacion

Ingestion Fagolisosoma

Invasion

Adhesién Macréfago

Picadura Picadura

Amastigotes : @

Promastigotes
metaciclicos

Promastigotes
prociclicos

=

Proliferacion en el intestino medio

durante

Fig. 4 Ciclo de vida digenético de Leishmania. La mosca, al alimentarse de la sangre de un mamifero
infectado, ingiere los amastigotes, los cuales en el intestino medio proliferan como promastigotes
prociclicos. Posteriormente, se convierten en promastigotes metaciclicos, que son las formas infectivas y
que emigran hasta la probdscide. La mosca al volver a alimentarse inyectara los parasitos, los cuales son
fagocitados por los macréfagos, en donde comienzan a proliferar como amastigotes. Modificado de

Handman, 2001.



1.2.2 Leishmaniasis

Los flagelados de Leishmania se transmiten a los vertebrados y con frecuencia son
hospedados por cédnidos, roedores, marsupiales, mangostas, y murciélagos; por lo tanto, la
enfermedad puede ser: 1) una zoonosis, enfermedad que se transmite de manera natural
de un animal al ser humano; 2) una antropozoonosis, enfermedad que afecta
principalmente a los animales pero que puede transmitirse a humanos; o 3) una
antroponosis, en donde el agente causante de la enfermedad es portado por el humano y
se transmite a otros animales, aunque pocas especies son estrictamente antropondticas.
Sélo una minoria de humanos infectados desarrolla la enfermedad, pues la mayoria se
infecta a nivel subclinico. Las diversas manifestaciones clinicas de Leishmania son el
resultado de la interaccidn entre el tipo de especie infectante y la respuesta inmune del

hospedero (Singh et al., 2002; Pace, 2014).
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Fig. 5 Distribucién de las diferentes especies responsables por leishmaniasis cutanea en América.
Modificado de Magill, 1995.



Las infecciones por Leishmania pueden variar de asintomaticas a enfermedades
clinicamente abiertas que son muy variadas, aunque se reconocen tres tipos principales

de leishmaniasis: visceral, cutdnea y mococutdnea.

Los sintomas comunes de la leishmaniasis visceral o kala-azar (LV) son fiebre, anorexia,
pérdida de peso, y distensién abdominal y debilidad, la cual progresa de semanas a meses.
Esta enfermedad es producida generalmente por la infeccion de L. donovani. La
diseminacion de los pardsitos en los dérganos puede producir esplenomegalia,
hepatomegalia, palidez y dafio a la médula ésea. Una enfermedad cutanea asociada
conocida como leishmaniasis dermal postkala-azar, puede desarrollarse. El nimero de
casos de LV se calcula que alcanza hasta 0.2-0.4 millones de personas por afio, con mas
del 90% de estos en India (principalmente en el estado de Bihar), Bangladesh, Sudan y
Etiopia y Brasil. La mortalidad resultante se estima en 10-20%, especialmente en dareas

pobres (Pace, 2014; Handler et al., 2015).

La leishmaniasis cutdnea (LC) es la mas comun de las tres variedades y se caracteriza por
la presencia de ulceras en el sitio de picadura del insecto transmisor, y es causada por L.
major y L. mexicana, entre otras especies. Mas del 50% de los casos sanan sin tratamiento
a los seis meses de la infeccidon. Un estimado de 0.7-1.2 millones de casos de LC ocurren
principalmente en el litoral del mediterrdneo, América y Asia occidental, cada regién
contribuyendo con un 30% de los casos, aunque el 75% de éstos ocurre en Brasil, Siria y

Afganistdn (Figuras 5y 6) (Pace, 2014; Hailu et al., 2016).

Las lesiones causadas por la leishmaniasis mucocutanea (LMC) son las mas desfigurantes,
ya que son producto de la destrucciéon de las membranas mucosas de la nariz y boca, y de
tejidos periféricos. Esta es causada principalmente por L. braziliensis, L. panamensis y L.
peruviana, entre otras. El tratamiento para LC y LMC puede ser local o con compuestos
antimoniales, dependiendo de la gravedad de las lesiones. Alrededor de 35 mil casos de
LMC ocurren anualmente, principalmente en Brasil, Peru y Bolivia (Pace, 2014; Hailu et al.,

2016).



La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que cada afio ocurren mas de 1.2
millones de casos de leishmaniasis cutanea en 98 paises y territorios en los cinco
continentes. En su forma visceral, que afecta a 400,000 personas en todo el mundo cada
afio, la tasa de mortalidad es de 10%, lo que la convierte en la segunda infeccion

parasitaria tropical mas mortal del mundo después de la malaria (Alvar et al., 2012).
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Fig. 6. Distribucion de las diferentes especies responsables de leishmaniasis cutdnea en el Viejo
Mundo. Modificado de Magill, 1995.

Ademas de su gran importancia médica, los miembros de la familia Trypanosomatidae son
de gran interés en el dmbito de la biologia molecular, debido a los mecanismos atipicos de
expresion de su genoma, por lo que resultan de gran interés bioldgico. En nuestro
laboratorio, estamos interesados en el estudio de los mecanismos de transcripcion de RNA
Pol Il en estos eucariontes de divergencia temprana.



1.3 Transcripcion en eucariontes

La transcripcion es la primera etapa de la expresion génica y se define como la sintesis de
RNA a partir de un molde de DNA, a través de enzimas especializadas denominadas RNA

polimerasas.

La transcripcién en eucariontes estd regulada por un gran nimero de proteinas, que
incluyen factores secuencia-especificos de unién a DNA, reguladores de cromatina, la
maquinaria de transcripcion general y sus reguladores. Su funcion colectiva es expresar un
subconjunto de genes segln lo dictado por una interaccion compleja de sefiales

ambientales que se comprende sélo en parte (Venters y Pugh, 2009).

El inicio de sintesis de RNA requiere la formacién de complejos de preinicio (PIC) de la
transcripcién, los cuales se ensamblan en las regiones especiales del DNA conocidas como
promotores. Los factores generales de transcripciéon (GTF) son proteinas que no forman
parte de la RNA Polimerasa (RNA Pol), pero que son necesarias para el inicio de la
transcripcién. Estos reconocen elementos de secuencia especificos en los promotores,
para que posteriormente pueda ser reclutada la RNA Pol y finalmente se permite la
apertura del DNA para comenzar la transcripcidn. La RNA Pol se desplaza a lo largo del
molde, sintetizando RNA hasta que alcanza una secuencia de terminacion. Al producto
inmediato de la transcripcidn se le denomina transcrito primario. Este consiste en RNA
gue se extiende desde el promotor hasta el terminador y posee los extremos 5" y 3’
originales. Sin embargo, el transcrito primario es casi siempre inestable y debe ser

procesado para generar un RNA maduro (Lewin, 2008; Vanniniy Cramer, 2012).
Las RNA polimerasas son complejos proteicos que estdn presentes en todos los

organismos vivos. La maquinaria basica de transcripcion de moléculas de RNA evoluciond

antes del ultimo ancestro de todos los organismos existentes. Arqueas y bacterias cuentan
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con una RNA Pol, mientras que en eucariontes existen tres RNA Polimerasas que sintetizan

distintas clases de RNA.

1.3.1 RNA Polimerasall

La RNA polimerasa | (RNA Pol 1) produce RNA ribosomal (rRNA), un componente esencial
de los ribosomas, estructuras especializadas en la sintesis de proteinas. La sintesis de
rRNA por RNA Pol | se produce en el nucléolo, que es también el sitio del ensamblaje de
las subunidades del ribosoma. Este proceso implica la incorporacién de los rRNA
producidos por RNA Pol | junto con el rRNA 5S, producido por RNA polimerasa Il (RNA Pol
[l1), y muchas proteinas ribosémicas. En los mamiferos, el pre-rRNA 47S producido por

RNA Pol | se procesa en rRNA 18S, 5.8S y 28S maduros (Goodfellow y Zomerdijk, 2012).

Los genes del rRNA (rDNA) presentan caracteristicas distintivas. En levaduras, estan
formados por varios cientos de repeticiones en tdndem de aproximadamente 10 kb que se
agrupan en el nucléolo. En las células en crecimiento activo, la transcripcion del rDNA
representa el 60% de la actividad transcripcional total, que se correlaciona con un alto
contenido de ocupacion de la RNA Pol | en los genes del rRNA. Como consecuencia, la
transcripcion del rDNA es un punto importante de control para regular el crecimiento

celular (Moss y Stefanovsky, 2002; Fernandez-Tornero, 2018).

Los promotores de los genes de rRNA eucariéticos contienen dos elementos reguladores
importantes para dirigir el inicio de la transcripcién de manera precisa y eficiente: el
promotor central y el elemento de control rio arriba (UCE, por sus siglas en inglés
upstream control element) (Figura 7). El promotor central es suficiente para la
transcripcion basal por RNA Pol | en la mayoria de las especies. El UCE se encuentra en la
posiciéon -156 a -107 en relacidn con el sitio de inicio de la transcripcion (SIT, +1) de los
genes rRNA humanos y es importante para estimular la transcripcion del promotor central

(Goodfellow y Zomerdijk, 2012).
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El inicio de la transcripcion del rDNA en levaduras requiere el ensamblaje secuencial de
factores en los diferentes elementos promotores. El factor de activacion rio arriba (UAF,
upstream activation factor) se une al UCE, mientras que el factor central (CF, core factor)
se une al elemento central (CE, core element). El ensamblaje completo de la enzima y los
factores en los promotores constituye el PIC, que pasa de un complejo cerrado a uno

abierto tras la apertura de la doble hebra del DNA (Fernandez-Tornero, 2018).

SPACER 47S rRNA
PROMOTER PROMOTER ITS1 ITS2 J'ETS
68 || |
0 (i IRl [
Tl 10 TSp I T\') I T! 10
ENHANCER 5.8S
ELEMENTS

To +1

Fig. 7. Repetidos y promotor de rDNA de mamiferos. El panel superior ilustra los elementos clave y la
organizacion general de un repetido de rDNA de mamiferos. El espaciador intergénico (IGS) incluye el
promotor del espaciador y los promotores del rRNA, las repeticiones potenciadoras y los sitios de union de
TTF-I (Factor de terminacion de transcripcion 1) To y Tp,. Las flechas indican los sitios de inicio y la direccién
de la transcripcion. La region de codificacidon contiene los espaciadores transcritos externos (ETS) 5’y 3’y
dos espaciadores transcritos internos (ITS), junto con las regiones que codifican los rRNA 18S, 5,8S y 28S.
Los elementos terminadores (T,.10) rio abajo del gen rRNA 28S también estan indicados. El panel inferior
ilustra la disposicion del promotor rRNA 47S, que dirige el ensamblaje del PIC de Pol | y consiste en un
elemento de control rio arriba (UCE) y un elemento promotor central que se superpone al SIT. Tomado de
Goodfellow y Zomerdijk, 2012.

La RNA Pol | de levadura estd formada por 14 subunidades con una masa total de 590 kDa
(Figura 8). La enzima conserva la forma general de pinza de cangrejo definida para otras
RNA polimerasas de multiples subunidades, con una hendidura central que se une al DNA

rio abajo (Neyer et al., 2016).

El nicleo de RNA Pol | incluye las dos subunidades mas grandes, A190 y A135, que forman

la hendidura de unidn al DNA, mas cinco subunidades presentes en todas las polimerasas
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de RNA nucleares (Rpb5, Rpb6, Rpb8, Rpb10 y Rpb12) y el heterodimero AC40-AC19,
compartido con RNA Pol Ill y homdloga a Rpb3 — Rpb11 en Pol Il. El nlcleo enzimatico se
completa con A12.2, una subunidad formada por dos dedos de zinc que participan en la

division del RNA (Figura 8) (Fernandez-Tornero et al., 2013).

I A190 (Rpb1) I ABC10p (Rpb10)
A135 (Rpb2) ABC10ax (Rpb12)
Bl AC40 (Rpb3) Bl A14 (Rpbd)
BN AC19 (Rpb11) M A43 (Rpb7) Frontal
ABC27 (Rpb5) A12.2 (Rpb9)
ABC23 (Rpb6) [ A49
Superior B ABC14.5 (Rpb8) WMl A34.5

Fig. 8 Vista superior y frontal de la estructura cristalina de RNA Pol I. Las 14 subunidades se encuentran
diferenciadas por colores, y las subunidades correspondientes a RNA Pol Il se muestran entre paréntesis.
Tomado de Fernandez-Tornero et al., 2013.

1.3.2 RNA Polimerasa ll

La RNA Polimerasa Il (RNA Pol 1) es un complejo conformado por 12 subunidades con una
masa total de 500 kDa. Es la encargada de la sintesis de los RNA mensajeros (mRNAs) a
partir de los genes que codifican para proteinas. La actividad de esta enzima estd
controlada principalmente por la diferenciacidon celular y por la respuesta a los cambios
ambientales. Para el inicio de la transcripcién, RNA Pol Il necesita del ensamble de seis
factores generales de transcripcidn que se unen al promotor para formar el PIC: TFIIA,

TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIF Y TFIIH (Figura 9).
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La proteina de unidon a caja TATA (TBP, TATA
binding protein), subunidad de TFIID, inicia la

formacién del PIC (Vannini y Cramer, 2012).

Posteriormente se unen TFIIA, TFIIB y TFIIF. Estos
factores permiten la unién de RNA Pol Il al sitio de
inicio de la transcripcién. Finalmente, se unen TFIIE
y TFIIH para formar un PIC completo, lo que facilita
la apertura del DNA y el escape de la RNA Pol Il del
promotor para realizar la sintesis del RNA (Figura 9)

(Griinberg y Hahn, 2013; Sainsbury et al., 2015).

La transicion de la iniciacion a un complejo de
elongacidn estable ocurre cuando la transcripcién
alcanza una longitud de aproximadamente 25
residuos. En este punto, la mayoria, si no todos, los
GTF se liberan. El movimiento hacia adelante de la

polimerasa es impulsado por la unién de

nucledsidos trifosfatos (NTP) (Liu et al., 2012).

Fig. 9. Modelo candnico para el ensamblaje del PIC paso a
paso a partir de GTF (varios colores) y RNA Pol Il (gris) en el
DNA promotor. Los nombres de los complejos intermedios
que se forman durante la transicidn de inicio-elongacion se
proporcionan a la izquierda de las imdagenes. TFIID o su
subunidad TBP, se une al DNA promotor, induciendo un
doblez. El complejo TBP-DNA se estabiliza luego por TFIIB y
TFIIA, que flanquean a TBP en ambos lados. Después se une
el complejo RNA Pol II-TFIIF, lo que lleva a la formacién del
PIC central. La unidn posterior de TFIIE y TFIIH completa el
PIC. En presencia de ATP, el DNA se abre (formando la
burbuja de transcripcion) y comienza la sintesis de RNA.
Finalmente, la disociacion de los factores de iniciacidon
permite la formacion del complejo de elongacion de RNA Pol
I, que se asocia con los factores de elongacién de la
transcripcion (azul). NTP, nucledsido trifosfato; TAF, factor
asociado a TBP. Modificado de Sainsbury et al., 2015.
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1.3.3 RNA Polimerasa lil

La RNA polimerasa Ill (RNA Pol Ill) estd dedicada a la transcripcion de una coleccién de
genes cuyas caracteristicas comunes principales son que codifican RNAs estructurales o
cataliticos y que, por regla general, son mas cortos que 400 pares de bases. Este limite de
longitud es consistente con las propiedades de elongacién de la RNA polimerasa lll, que
reconoce una simple serie de residuos de T como una seifial de terminacion (Schramm vy

Hernandez, 2002).

La RNA Pol Ill media la transcripcion de RNAs pequefios, como los RNAs de transferencia
(tRNAs), que son los que acarrean a los aminodcidos al ribosoma durante la traduccidn; el
RNA pequefio nuclear U6 (U6 snRNA), componente de la snRNP (ribonucleoproteina
pequefia nuclear), que en complejo con varias otras proteinas ensambla el spliceosoma,
un gran complejo que cataliza la escisién de intrones del pre-mRNA; el rRNA 5S,
componente integral de la subunidad grande de todos los ribosomas citoplasmaticos; el
RNA 7SL, componente de la particula de reconocimiento de seiial (SRP, signal recognition
particle), la cual dirige integralmente proteinas membranales y secretoras a la maquinaria
de translocacién de proteinas celulares durante la traduccién; el RNA pequefo nucleolar
snR52, RNA no codificante (ncRNA) que participa en la modificacién de los snRNAs; los
componentes RNA de SRP1 que median la importacién de proteinas nucleares; y RNase P
(RPR1), una endonucleasa que escinde los pre-tRNA para producir extremos 5' maduros
(Turowski y Tollervey, 2016; Hoffmann et al., 2015). La RNA Pol Ill ha sido ampliamente

caracterizada en S. cerevisiae (Kassavetis y Geiduschek, 2006; Turowski y Tollervey, 2016).

1.3.3.1 Estructura y funcién

RNA Pol lll es la mas grande de las tres RNA polimerasas, conteniendo 17 subunidades (de
las cuales 5 son unicas de RNA Pol Ill) (Figura 10) con un peso molecular total de 0.7 MDa.
Por su parte, las RNA Pol | y RNA Pol Il estdn compuestas de 14 y 12 subunidades,

respectivamente. La arquitectura del nucleo de 10 subunidades estd conservado entre
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todas las RNA polimerasas eucariotas. De las 17 subunidades de RNA Pol Ill, 16 son
esenciales para la viabilidad celular (Schramm y Herndndez, 2002; Hoffmann et al., 2015;

Geiduschek y Kassavetis, 2001).
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Superior I ABC23 (Rpb6) I C31 Frontal
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Fig. 10. Vista superior y frontal de la RNA Pol Ill. Los dominios y elementos individuales estan etiquetados.
El cédigo de color estd representado en los cuadros correspondientes. Modificado de Hoffmann et al., 2015.

Las subunidades C34, C31 y C82 forman un subcomplejo necesario para el inicio de la
transcripciéon que no tiene una contraparte en alguna de las otras RNA polimerasas. Se ha
demostrado que la subunidad C34 interactia con la subunidad Brfl del factor de
transcripcion TFIIIB, y que esta unidn es determinante en el reconocimiento del complejo
de preiniciacién. C34 también influencia la formacién de un complejo abierto del
promotor, jugando un rol esencial en la iniciacion de la transcripcién (Brun et al., 1997;

Schramm y Hernandez, 2002).

1.3.3.2 Promotores

Existen tres clases principales de promotores que reconoce la RNA Pol lll, llamados Tipo 1,

2 y 3 (Figura 11). El promotor tipo 1 se encuentra en el gen de rRNA 5S (Sakonju et al,,
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1980). Estos promotores se componen de elementos intragénicos que consisten en una
Caja A, un elemento intermedio y una Caja C, juntos conforman la regiéon de control

interno (RCI).

Los promotores de tipo 2 estdn constituidos por dos elementos, una Caja A y una Caja B.
Estos promotores estdn bien conservados en los genes de tRNA de varias especies y al

igual que los de tipo 1 son intragénicos (Schramm y Hernandez, 2002).

Los promotores de tipo 3, a diferencia de los anteriores, se caracterizan por una
composicion de elementos extragénicos, tales como una caja TATA, un elemento de
secuencia proximal (ESP) y un elemento de secuencia distal (ESD). Estos promotores estan

presentes en el gen de snRNA U6 de mamiferos (Figura 11) (Krol et al., 1987).

+1

— RCI  +120
Tipo1
po = TITT
55 RNA I
A E C
—» +80
Tipo 2: tRNA H B Gy
A B
T +106
Tipo 3: Hs U6 {__—. TTIT

ESD ESP TATA

Fig. 11. Promotores de la RNA Pol . En la imagen se ilustran las diferentes secuencias consenso. La flecha
indica el sitio de inicio de la transcripcidn. La region de Ts indica el sitio de término de la transcripcidn.

1.3.3.3 Factores de transcripcion

Para la formacion del PIC es necesario el reclutamiento de RNA Pol Il por los factores
generales de transcripcidn. Diez genes esenciales codifican las subunidades de los factores

de iniciacién de la transcripcién de RNA Pol Ill en S. cerevisiae: TFIIIA, TFIIIC (compuesto
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por seis subunidades) y TFIIIB (formado por tres subunidades) (Figura 12). TFIIIB es el
factor de reclutamiento central de RNA Pol Ill, y esta integrado por TBP, Brfl (subunidad
relacionada con TFIIB) y Bdpl. TFIIIC recluta a TFIIIB a sus sitios en el DNA rio arriba del

inicio de la transcripcion (Kassavetis et al., 1990; Geiduschek y Kassavetis, 2001).

TFIIIA, proteina que presenta nueve dedos de zinc, es el miembro fundador de la familia
de proteinas que contienen este dominio de unién al DNA. En S. cerevisiae, el Unico rol
esencial de TFIIIA es la transcripcion de los genes de rRNA 5S, ya que forma la plataforma
para unir a TFIIC a estos genes. TFIIIA se une directamente al elemento RCI del promotor

tipo 1 (Schramm y Hernandez, 2002).

TFIIIB es una proteina de union a DNA que puede reclutarse rio arriba del sitio de inicio de
la transcripcion de dos maneras: mediante interaccion directa con una caja TATA (a través
de su subunidad TBP) en los promotores tipo 3, o a través de la interaccidon con TFIIIC
anclado al DNA, en los promotores tipos 1 y 2. En cualquier caso, TBP termina en contacto
con, o muy cerca del DNA. Una vez unida TBP, el complejo es reconocido por Brfl.
Después se asocia Bdpl mediante interacciones proteina-proteina (con Brfl y TBP) y
proteina-DNA (interactuando con la caja TATA o secuencias cercanas al sitio de inicio)

(Figura 12) (Schramm y Hernandez, 2002).

el

LAPOPOIPUOPUI

TFIIB

Fig. 12. PIC de la transcripcidn de la RNA Pol Ill. Se muestran los factores de transcripcidn utilizados para el
reclutamiento de RNA Pol Ill al sitio de inicio de la transcripcion.
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El reclutamiento de la RNA Pol lll se genera principalmente por la interaccién entre Brfly
la subunidad C34 de la RNA Pol. Sorprendentemente, TBP también interactia con la
subunidad Tau60 de TFIIIC, que sirve como enlazador flexible entre los dominios de unién

a las cajas Ay B (Geiduschek y Kassavetis, 2001).

1.3.3.4 TFIIC

TFIIC reconoce elementos promotores (ya sea directamente en el caso de los promotores
de tipo 2, o con la ayuda de TFIIIA en el caso de los promotores de tipo 1), recluta a TFIIIB

y contribuye asi al reclutamiento de RNA Pol lll (Schramm y Hernandez, 2002).

En levadura, TFIIIC se conforma por seis subunidades con una masa total de 520 kDa:
Tau55 (Tfc7), Tau60 (Tfc8), Tau9l (Tfc6), Tau95 (Tfcl), Taul3l (Tfcd) y Taul38 (Tfc3)
(Figura 13). Las seis subunidades son esenciales in vivo, y estan organizadas en dos
dominios globulares, Tau Ay Tau B, llamados asi por su respectiva unién a cajas Ay B en
los promotores de genes de tRNA. Las subunidades que forman Tau A son Tau95, Tau55y
Taul31, mientras que Tau B estd integrado por Tau60, Tau91 y Taul38 (Figura 13). Los dos
dominios se encuentran conectados por una region flexible sensible a protedlisis. La
flexibilidad de TFIIIC le permite unirse a tRNAs que presentan una distancia muy variable
entre sus cajas A y B (Geiduschek y Kassavetis 2001). La unién de Tau B a la caja B es
predominante sobre la interaccién de baja afinidad de Tau A con la caja A. No obstante, el
dominio Tau A es esencial para la activacion de la transcripcion y la seleccién del sitio de
inicio, ya que regula el ensamblaje de TFIIIB, dirigiendo fuertemente su posiciéon de unién
al DNA rio arriba de la regidn transcrita (Jourdain et al., 2003). En humanos, se han
identificado los ortdlogos de las seis subunidades de levadura, con una similitud de

secuencia mas alta entre las subunidades de Tau A (Male et al., 2015).

Se han realizado diversos estudios sobre las distintas subunidades de TFIIIC. Taylor et al.
(2013a) caracterizaron un dominio de fosfatasa de Tau55 en S. cerevisiae, el cual puede

contribuir a la regulacién de la maquinaria de transcripcién mediante el equilibrio entre
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eventos de fosforilacién y desfosforilacién. Ademas, se ha sugerido que el heterodimero
Tau95/Tau55 forma un complejo independiente de TFIIC, que parece desfosforilar
componentes de la maquinaria de transcripcion in vitro, complementando la actividad de
Tau55 unida a TFIIC. Taylor et al. (2013b), estudiaron la organizacién estructural del
heterodimero Tau95/Tau55 en Schizosaccharomyces pombe mediante la obtencidn de su
estructura cristalina, donde se determinaron los dominios y la similitud que tiene con el
heterodimero Rap30/Rap74 de TFIIF. Mylona et al. (2006) presentaron la estructura

cristalina de Tau60 en unidn con el fragmento C-terminal de Tau91.

TauA TauB

Caja A CajaB

Fig. 13. Subunidades de TFIIC y su unidon al DNA. En tono naranja se ilustra las subunidades
correspondientes al subdominio Tau A, y en azul las que pertenecen a Tau B.

1.3.3.4.1 Tau9s

En levadura, Tau95 es una subunidad de 95 kDa, producto de la transcripcién del gen
TFC1. Es la subunidad de TFIIIC que interactia directamente con la Caja A de genes de
tRNA y 5S rRNA, ayudando a la determinacién de los sitios de inicio de la transcripcidn en
cooperacion con TFIIIB. En levadura, no hay evidencia de que Tau95 interaccione con
componentes de TFIIIB, pero en humano si se ha demostrado que Tau95 interactda con

TBP, Brfl y con la RNA Pol Il (Jourdain et al., 2003). En un estudio de Jourdain et al. (2003)
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encontraron que el mutante 195-E447K influye en la ubicacién de Taul31 rio arriba del

sitio de inicio, afectando el posicionamiento de TFIIIB y la seleccidn del sitio de inicio.

En 1998, Manaud et al. encontraron que Tau95 y Tau55 forman un heterodimero, y que
éste puede formar subcomplejos dentro de TFIIIC o independientemente de éste,
uniéndose a otras proteinas. En 2013(b), Taylor et al. realizaron una caracterizacién
estructural y funcional del heterodimero Tau95/Tau55 en S. pombe, el cual se forma
mediante un dominio de barril triple B. En este estudio se encontraron algunos detalles
interesantes sobre estas subunidades. Primero, se obtuvo el cristal del heterodimero y se
encontré que Tau95 estd conformado por dos dominios unidos por un enlazador sensible
a protedlisis. El primer dominio se denomind dominio de dimerizacion; el segundo es el
dominio de unién en DNA (DBD), compuesto por un subdominio conocido como winged
helix. En este estudio se realizé6 una busqueda de similitud y se encontré que este
heterodimero tiene una conformacién estructural muy similar a la de las subunidades
Rap30/Rap74 de TFIIF. Se ha propuesto a Tau95 funciona como un enlazador entre los
dominios Tau A y Tau B, basado en experimentos de co-inmunoprecipitacion que

muestran la unién de esta subunidad a la subunidad Tau138 (Jourdain et al., 2003).

1.3.4 Expresion genética en tripanosomatidos

En 2005 se publicaron los proyectos de secuenciacién gendmica de tres tripanosomatidos:
T. cruzi, T. brucei y L. major. Esto representd un avance cientifico significativo para el
estudio de la biologia de estos organismos. Los genomas de los tripanosomatidos se
organizan en grandes agrupaciones de genes policistrénicos, esto es, decenas a cientos de
genes codificantes de proteinas acomodados secuencialmente en la misma cadena de

DNA (Martinez-Calvillo et al., 2010).

Andlisis comparativos entre los tres genomas de estos tripanosomatidos, han revelado

gue comparten 6158 genes que codifican proteinas. Ademads, estos genes existen en
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grandes bloques sinténicos, es decir, que el orden de los genes esta altamente conservado

(Kissinger, 2006).

1.3.4.1 Organizacion de los genes

El DNA nuclear de L. major esta distribuido en 36 cromosomas y tiene una longitud de
32.8 megabases (Mb). La organizacién inusual de genes en tripanosomatidos, en forma
de agrupaciones o clusters de genes policistrénicos, se observd por primera vez en el
cromosoma 1 de L. major (el primer cromosoma completamente secuenciado en
tripanosomatidos), que contiene 85 genes organizados en dos clusters divergentes, con
los primeros 32 genes agrupados en la hebra inferior y los 53 genes restantes agrupados

en la hebra superior (Myler et al., 1999).

Leishmania y otros tripanosomatidos presentan muy pocos intrones, ya que solo se han
observado en dos genes. Como consecuencia de la transcripcion policistrénica, los genes
estdn densamente agrupados y separados por regiones intergénicas cortas, ricas en
tractos de pirimidinas que son importantes para el procesamiento del mRNA y la
regulacién de los genes. Los arreglos en tandem de genes de rRNA se encuentran entre los

grandes clusters de genes policistrénicos.

Los genes de tRNA se organizan en clusters ubicados principalmente en los limites de los
clusters de genes policistronicos (De Gaudenzi et al., 2011). En L. major, los 83 genes de
tRNA estan distribuidos en 31 loci, en 19 cromosomas diferentes. La mayoria de los genes
de tRNA estan organizados en grupos de dos a diez genes, en la cadena superior o inferior,
gue pueden contener otros genes transcritos de RNA Pol lll. Los 11 genes de 5S rRNA
encontrados en el genoma de L. major se distribuyen en seis cromosomas, y siempre

estan asociados a genes de tRNA (Padilla-Mejia et al., 2009).
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1.3.4.2 Transcripcion policistronica de la RNA Pol Il

La mayoria de los cromosomas en tripanosomatidos tienen al menos dos unidades
policistrénicas, que se transcriben mediante la RNA Pol Il, generando transcritos
policistrénicos que se procesan por trans-splicing y poliadenilacién para producir los
mRNA maduros (Figura 14) (Martinez-Calvillo et al., 2018). Los genes de una unidad
policistrénica generalmente no codifican para proteinas relacionadas funcionalmente,
completamente opuesto a lo que se observa con los operones en bacterias. Ademas, los
mRNAs de los genes que se encuentran en una misma unidad pueden mostrar
concentraciones diferentes, o pueden sélo expresarse en un estadio de desarrollo. Esto se
debe a que la expresion genética en tripanosomatidos es regulada principalmente a nivel
post-transcripcional.

Unidad policistrénica genes RNA miniexén

I—P A B C E E E

te = e

Trans-splicingy
poliadenilacién

Bl ] asas mRNAs

maduros

| — VYV

Fig. 14. Transcripcidon policistronica, trans-splicing y poliadenilacion en tripanosomatidos. Tomado de

Martinez-Calvillo et al., 2012.

El trans-splicing consiste en la adicion de un RNA de 39 nucledtidos (llamado miniexén o
spliced-leader) al extremo 5” de todos los mRNAs (Figura 14). El spliced-leader es necesario
para la estabilidad del mRNA, pues contiene una estructura cap. El dinucledtido AG en el
sitio de empalme 3' y un tracto de poli-pirimidinas son las secuencias mas prominentes y

altamente conservadas que son requeridas para el correcto trans-splicing del pre-mRNA.
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La reaccion se puede dividir en dos pasos, andlogos a las dos reacciones de
transesterificacion del cis-splicing y son llevados a cabo por un complejo de RNPs
denominado empalmosoma (Figura 15). Este complejo estad formado por las snRNPs U1,
U2, U4/U6 y U5, cada una asociado a proteinas Sm, las cuales permiten a las snRNP su
transporte de vuelta al nldcleo y aumentar la eficiencia con la que reconocen a los pre-
mRNA. En el trans-splicing se forma una estructura intermediaria con forma de “Y” (Figura
15) (Martinez-Calvillo et al., 2012). La RNA Pol Il es la encargada de transcribir los genes
del spliced-leader (Gilinger y Bellofatto, 2001). El control de la abundancia de los
transcritos puede ser determinado por elementos cis que afectan el procesamiento y la

estabilidad del mRNA (Campbell et al., 2003).

Fig. 15. Mecanismo de trans-splicing. Se sefiala el SL RNA,

SERNA pre-mRNA, incluyendo el punto de ramificacion (A), tracto
P de polipirimidinas (Y), y el exon. Tomado de Preusser et al.,
2012.
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1.3.4.3 RNA Pol |

Como en otros organismos, la RNA Pol | sintetiza los rRNA en Leishmania y el resto de los

tripanosomatidos. Una caracteristica distintiva de estos organismos es la

24



multifragmentacion del rRNA tipo 28S en seis moléculas independientes: 24S-a, 24S-B,

srRNA1, srRNA2, srRNA3 y srRNA4 (Zhang et al., 2016).

La organizacién general, pero no la secuencia, del promotor de rRNA se conserva entre
tripanosomatidos. La transcripcidon se inicia ~1 kb rio arriba del gen 18S rRNA en L.
donovani, L. chagasi, L. amazonensis, T. cruzi y C. fasciculata, pero la secuencia que rodea
este sitio es bastante diferente entre los distintos géneros. En L. donovani, los elementos
esenciales para la funcién promotora se identificaron en -69 a -57, -46 a -27 y -6 a +4, en
relacion con el sitio de inicio de la transcripciéon (+1). Asi, el promotor del rRNA en
Leishmania es mucho mds pequefio que en otros eucariontes, donde el promotor de rRNA

esta formado generalmente por cuatro dominios (Yan et al., 1999).

Ademas de transcribir los genes del rRNA, la RNA Pol | en T. brucei tiene la extraordinaria
capacidad de sintetizar los mRNAs de dos de las proteinas mds abundantes del parasito:
las glicoproteinas variables de superficie (VSGs) en la forma sanguinea, y las prociclinas en

el estadio prociclico (Das et al., 2007; Park et al., 2011).

1.3.4.4 RNA Pol 1lI

La RNA Pol lll, como se ha mencionado antes, funciona para sintetizar moléculas pequefias
de RNA en células eucaridticas, incluido el rRNA 5S, los tRNAs, los snoRNAs y un conjunto
de los snRNAs ricos en uracilo. Esta importante enzima y sus factores asociados no se han
caracterizado en detalle en los tripanosomatidos. El andlisis bioinformatico ha descubierto
homdlogos en tripanosomatidos de muchas de las subunidades de RNA Pol lll (Das et al.,

2007).

En 2007, Martinez-Calvillo et al., realizaron una caracterizacion de la RNA Pol Il en L.
major, donde se confirmd mediante purificacion por afinidad en tdndem y espectrometria

de masas, la presencia de las siguientes subunidades: C160, C128, C82, C34, C53, C37, C17
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ABC27, ABC23, ABC14.5, ABC10B, AC40 y AC19. Otras subunidades como ABC10a, C25 y
C11, fueron encontradas mediante BLAST, sin embargo la subunidad C31 no fue
encontrada por ningin método. También se documenté que el genoma de L. major
contiene una copia truncada de C82 que no esta presente en T. brucei o T. cruzi, y parece
haber surgido durante una recombinacién entre los extremos de los cromosomas 2 y 27,
lo que resulté en la duplicacion de varios otros genes. Es probable que esta copia

represente un pseudogen.

En lo referente a los promotores de RNA Pol lll, se han establecido las secuencias
consenso de las Cajas A y B de los genes de tRNA en tripanosomatidos. Asimismo, se
encontraron caracteristicas especiales en los Cajas A y B de los genes tRNA-Sec
(Selenocisteina), lo que sugiere que los mecanismos que regulan su transcripciéon podrian

ser diferentes de los de otros genes tRNA (Padilla-Mejia et al., 2009).

También se ha demostrado que las Cajas A y B de los genes de tRNA funcionan como
promotores de algunos snRNA. En 1994, Nakaar et al. demostraron que la expresion de U6
snRNA y 7SL depende de las Cajas A y B localizadas rio arriba, dentro de genes de tRNA. El
snRNA U6 requiere el promotor del gen tRNA ademas de su propio elemento intragénico.
De la misma manera, se ha encontrado que la transcripcidon del U2 snRNA de L. major
depende de las cajas A y B del promotor del gen de un tRNA-/ike cercano, asi como de la

caja B del tRNA-Ala ubicado rio arriba (Rojas-Sanchez et al., 2016).

Los genes de tRNAs han sido asociados también con los genes de 5S rRNA, los cuales, en la
gran mayoria de los casos, estan precedidos a una corta distancia por genes de tRNA. Se
ha considerado que, ademas de los promotores internos, las cajas A y B de los genes
cercanos de tRNA podrian participar en la regulaciéon transcripcional de los genes de 5S

rRNA (Moreno-Campos et al., 2016).
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1.4 Antecedentes

En nuestro laboratorio, estamos interesados en el estudio de los mecanismos moleculares
de la transcripcion de la RNA Pol Il en tripanosomatidos. De los tres factores generales de
transcripciéon de RNA Pol lll, sélo ha sido identificado y caracterizado TFIIIB, del cual se han
estudiado sus tres subunidades: TBP, Brfl y Bdpl. En 2015, Vélez-Ramirez et al,
encontraron que Brfl es esencial para la viabilidad de formas prociclicas de T. brucei; el
knock-down de la proteina por interferencia de RNA (RNAi) produjo una reduccién en la
transcripciéon de los genes dependientes de la RNA Pol Illl. Ademds, mediante
purificaciones por afinidad en tandem con TBP como blanco, se demostré la interacciéon
entre TBP y Brfl (Schimanski et al., 2005). Bdpl fue caracterizado en L. major, y se
encontré que posee el caracteristico dominio SANT extendido, y que se asocia a las
regiones promotoras que regulan la transcripcién de RNA Pol Ill, ademas de ser esencial
para el crecimiento de promastigotes (Roman-Carraro et al., 2019). También ha sido
estudiado el represor de la transcripcién Mafl en T. brucei, encontrandose que es un
regulador negativo de la transcripcidén, funcion que se ha conservado en multiples
organismos desde levaduras hasta plantas y vertebrados. Al inhibir la transcripcién de los
genes dependientes de RNA Pol lll, disminuye el crecimiento de las células en su forma
prociclica; ademas se evidencid una disminucidén en la transcripcidn de prociclinas y genes
de SL RNA (Romero-Meza et al., 2017). TFIIIC, otro factor de transcripcion de la RNA Pol Ill,
ya ha sido estudiado desde hace algunas décadas en humano (Lassar et al., 1983;
Yoshinaga et al., 1987; Wang et al., 2000) y en levaduras (Marzouki et al., 1986; Parsons y
Weil, 1990; Huang et al., 2000). Sin embargo, en tripanosomatidos no se encuentra

evidencia reportada de la presencia del factor TFIIIC.

La técnica de purificacion por afinidad en tdndem, usando una etiqueta PTP, ha sido una
herramienta ampliamente utilizada en la caracterizacién de complejos transcripcionales
en los tripanosomatidos. La etiqueta PTP consiste en un epitopo de proteina A (ProtA)
duplicado, un sitio de corte de la proteasa del virus del tabaco (TEV) y el epitopo de la
proteina C (ProtC) (Shimanski et al.,, 2005). Una vez que se obtiene la construccién
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plasmidica en la que el gen de interés se fusiona con el péptido de extraccion PTP, se
introduce en el organismo de interés, logrando con esto la expresién de la proteina
recombinante. A nivel celular la proteina marcada interacciona libremente con las
proteinas de su complejo. Posteriormente se realizan dos cromatografias de afinidad (en
matrices con inmunoglobulina G y ProtC) para purificar la proteina blanco y las proteinas
asociadas a ella. Las proteinas purificadas son después analizadas por SDS-PAGE y por

espectrometria de masas.

Mediante el uso de esta técnica, usando como blanco a la subunidad C82 de la RNA Pol lll,
identificamos recientemente en nuestro laboratorio a un probable ortdélogo de la
subunidad Tau95 en L. major (LmTau95) (datos no publicados). Resulta ahora necesario
estudiar la estructura y funcién de esta proteina para confirmar su papel en la
transcripcion de la RNA Pol lll en este grupo de organismos de divergencia temprana. Por
todo lo anterior, en el presente trabajo se analizé in silico la secuencia y estructura de
LmTau95 para determinar la presencia de secuencias caracteristicas de ortdlogos de
Tau95. Asimismo, se llevaron a cabo ensayos de purificacién por afinidad en tdndem para

identificar otras subunidades del factor de transcripcién TFIIC en L. major.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo General

Identificar el complejo proteico asociado con la proteina recombinante Tau95-PTP en

promastigotes de L. major.

2.2 Objetivos particulares

Realizar un anadlisis in silico de la secuencia de LmTau95.

e Producir un vector en el que el gen de LmTau95 se fusione a la bandera PTP.

e Transfectar promastigotes de L. major con el vector resultante y obtener clonas
celulares.

e Verificar la expresidon de la proteina recombinante LmTau95-PTP en las clonas
celulares.

e |dentificar las proteinas con las que se asocia LmTau95-PTP mediante ensayos de
purificacidon por afinidad en tandem.
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4. Metodologia

4.1 Analisis in silico

Las secuencias de los genomas de L. major y de otros tripanosomatidos se encuentran
disponibles en TriTrypDB (http://tritrypdb.org/tritrypdb/). Se realizaron alineamientos
para el analisis de la secuencia de aminodcidos de Tau95 comparando L. major con
distintas especies de tripanosomatidos (L. infantum, L. mexicana, L. donovani, L.
panamensis, L. brazilienzis, T. brucei y T. cruzi), asi como de otros eucariontes (Homo
sapiens, Mus musculus, Drosophila melanogaster, S. cerevisiae y Schizosaccharomyces
pombe) usando el programa Clustal Q (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). Para la
prediccién de estructura secundaria se utilizaron los programas Swiss-Model (disponible

en el sitio web https://swissmodel.expasy.org/) y Phyre2 (disponible en el sitio web

http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index). Para el modelado

tridimensional por homologia se utilizé el programa PyMOL 2.2, usando como molde los

cristales de S. pombe (PDB: 4bji y 4bjj).

4.2 Cultivo de L. major

Promastigotes de la cepa L. major Friedlin fueron crecidos a 28°C en medio liquido BM que
contiene: medio M199 0.5x%, bicarbonato de sodio 1.1 g/, infusidon de cerebro corazén
0.25x, suero fetal bovino inactivado 10%, HEPES 40 mM, hemina 0.01 mg/ml, biotina 2
mg/l y penicilina (100 U/ml)-estreptomicina (0.1 mg/ml). Los cultivos fueron resembrados

una vez que alcanzaron la fase estacionaria.

Las células de L. major se contaron haciendo una dilucién 1:10 (para esto se tomaron 50 pl
de cultivo y se llevaron a 500 pl con PBS-formaldehido al 2%). De esta dilucidn se tomaron
10 ul y se colocaron en una camara de Neubauer, contando el numero de células
observado dentro de los cuadros en diagonal de los cuadrantes de cada esquina. La suma

total de células se multiplicé por 10° para obtener el nimero de parasitos por ml de
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cultivo, de esta manera los cultivos se contaron y resembraron cada 3 o 4 dias a una

densidad inicial de 5x10° células/ml.

4.3 Amplificacion por PCR

El gen codificante de LmTau95 (LmjF.21.1100) de 2100 pb (sin coddn de paro) se amplificé
mediante reacciones de PCR. Los oligonucleétidos empleados fueron LmTau95-Xmal-For
(5"-ACCCGGGCCATGACCGCTCCACACGGC-3’) y LmTau95-Xbal-Rev (5'-
CGGCGGACGACGACGACGAGTCTAGAC-3’). Estas secuencias ademds contienen los sitios
de restriccion para Xmal (CCCGGG) y Xbal (TCTAGA) respectivamente en el extremo 5°. El
diseio de estos oligonucledtidos se realizd con base en la secuencia de Tau95 de L. major
obtenida de TriTrypDB. Las reacciones se llevaron a cabo en tubos de PCR empleando las

condiciones mostradas en la Tabla 1.

Para la reaccién de PCR se utilizaron 100 ng de DNA gendmico de la linea celular L. major
wild type como molde, DNA Taq Polimerasa Kapa HiFi, buffer de reaccion Kapa HiFi 1%, 1
ul de mezcla de dNTPs (10 mM) y 1 ul de oligonucledtidos sentido y antisentido (10 uM)
en un volumen final de 50 pl. Se utilizé el termociclador Bio-Rad T100 para la amplificacion

de la secuencia.

No. de ciclos Condiciones
1 95°C por 3 min.
30 Desnaturalizacién: 98°C por 30 seg.

Alineamiento: 66, 68.4 y 70°C por 30 seg.

Extension: 72°C por 150 seg.

1 72°C por 7 min.

Tabla 1. Condiciones para la amplificacion del gen LmTau95 por PCR.
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4.4 Clonacion en el vector pGEM-T-Easy

El producto de PCR obtenido se precipitd utilizando 0.1 volumen de acetato de sodio 3M
(pH 5.5) y 2.5 volumenes de etanol absoluto, manteniendo a -20°C toda la noche. Al
siguiente dia se centrifugd a 13,000 rpm por 15 min. Una vez obtenida la pastilla se
resuspendid en 30 pl de agua bidestilada y se separd en un gel de agarosa al 0.8% por ~2 h
a 100 voltios. Con ayuda de un transiluminador UVP (M-26) se identificd la banda de
interés y se cortd el fragmento de gel que la contenia. Se colocd en tubos Eppendorf de
1.5 ml, se midié la masa del fragmento y se purificé con el kit NucleoSpin Gel and PCR
clean-up extract Il (Macherey-Nagel), siguiendo las instrucciones del fabricante. Con el
DNA purificado, se realizaron reacciones de adenilaciéon o adicién de A-terminal usando
~140 ng de DNA, adicionando 1 ul (2.5 U) de DNA Taq Pol (Kapa Biosystems), Buffer Kapa
B Tag 1x, y 1 ul de dATP 2 mM en un volumen final de 10 pl, durante 30 min, a una
temperatura de 702C. El DNA fue adenilado, para poder realizar la ligacién del amplicén al

vector pGEM-T-Easy (Promega).

La ligacion se realizé con 77.7 ng de DNA adenilado en una proporciéon 7:1 inserto:vector
usando 1U de enzima T4 DNA ligasa (Promega), buffer de ligaciéon 1x y 37.5 ng de vector

en un volumen final de 10 pl, y se incubé toda la noche a 4°C.

4.5 Transformacion de células competentes

Con el vector pGE-LmTau95 se transformaron células competentes de Escherichia coli
cepa JM109 de alta eficiencia (1x10%) (Promega), siguiendo las recomendaciones del
fabricante. Las células transformadas fueron plagueadas en LB agar que contenia
ampicilina 100 pg/ml, 100 pl de IPTG (100 mM) y 20 pl de Xgal (50 mg/ml), incubando
toda la noche a 37°C. Se seleccionaron dos colonias blancas y se inocularon en 5 ml de
medio LB con ampicilina 100 pg/ml, incubando a 37°C con agitacién de 250 rpm.

Posteriormente, se purific6 DNA de plasmido de los cultivos obtenidos, empleando el Kit
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NucleoSpin Plasmid (Macherey-Nagel). El DNA de plasmido purificado fue digerido para
liberar el inserto de LmTau95 del vector. Para ello, se realizaron digestiones enzimaticas
dobles con las enzimas Xbal y Xmal y digestiones sencillas con la enzima EcoRlI. El

resultado fue analizado mediante electroforesis.

Las construcciones obtenidas se enviaron a secuenciar a la unidad de secuenciacién de
DNA del Laboratorio de Bioquimica Molecular de la Unidad de Biotecnologia y Prototipos
de la Facultad de Estudios Superiores lztacala, UNAM, mediante el método “BIG DYE
Terminator Fluorescent Based Sequencing”, con un equipo ABI 3100. Asi, se generd y

caracterizo el vector pGE-LmTau95.

4.6 Generacion del vector PTP

Para subclonar el inserto de LmTau95 al vector PTP, se digirid el vector pB6-PTP con las
enzimas Xbal y Xmal para asi liberar dos fragmentos: El gen RPB6 (507 pb) y el vector PTP
de 6.7 kb. El inserto de LmTau95 se liberd del vector pGE-LmTau95 mediante la digestion
con las enzimas Xbal y Xmal. El inserto y el vector fueron separados y purificados de un gel

de agarosa al 0.8% empleando el kit NucleoSpin Gel and PCR clean-up Extract Il.

Se utilizé una proporcién de 7:1 del inserto LmTau95 y el vector PTP, usando 100 y 200 ng
del vector, con 232 y 440.8 ng de inserto, respectivamente. Para cada reaccidn se adiciond
1U de enzima T4 DNA ligasa (Promega) y buffer de ligacién 1x en un volumen final de 10
pl. Las reacciones se dejaron incubando durante toda la noche a 4°C. El producto de
ligacidon se empled para electroporar células de E. coli electrocompetentes ElectroMax
DH5aE (Invitrogene®) y, una vez transformadas, se plaquearon en LB agar con ampicilina
100 pg/ml. Posteriormente, se tomaron cinco colonias para su andlisis mediante la
extracciéon del DNA plasmidico, para su digestion con enzimas de restriccién y

secuenciacion.
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El DNA de plasmido que se secuencid, fue extraido empleando el kit comercial para
miniprep NucleoSpin Plasmid (Macherey-Nagel) siguiendo las instrucciones vy

recomendaciones del fabricante.

Posteriormente, se hizo un midiprep para la obtencion de DNA plasmidico a mayor escala.
Para ello se inocularon 500 ml de medio LB mas ampicilina 100 pug/ml con las células
transformadas con LmTau95-PTP y se incubaron a 250 rpm a 37°C. La extraccién se realizé
empleando el kit Nucleo Bond Xtra Midi plus (Macherey-Nagel), siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Se hicieron pruebas de restriccidn con las enzimas Xbal y
Xmal para verificar, mediante electroforesis, el tamafio correcto de vector e inserto. Este

DNA fue utilizado para electroporar células de L. major.

4.7 Transfeccion de Leishmania por electroporacion

Promastigotes de L. major en fase media logaritmica (20-25x10° células/ml) fueron
crecidos en medio BM. Para realizar la transfeccion por electroporacion, 1x108 células se
centrifugaron a 4,000 rpm durante 10 min a 4°C. Posteriormente, la pastilla se lavd con 10
ml de PBS-G (NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, Na,HPO4 10 mM, KH,PO4 2 mM, complementado
con 6 mM de glucosa, pH 7.4) y se centrifugd nuevamente. La pastilla se resuspendié en
10 ml de amortiguador cytomix (HEPES 25 mM pH 7.6, KCl 120 mM, CaCl, 0.15 mM,
K;HPO4/ KH,PO; 10 mM pH 7.6, EDTA 2 mM, MgCl, 5 mM). Las células fueron
centrifugadas y resuspendidas en 400 pl de amortiguador cytomix y transferidas a una
cubeta de electroporacion de 4 mm (Electroporation Cuvettes PlusTM, BTX®)
previamente enfriada, donde se agregaron 25 ug de DNA plasmidico LmTau95-PTP. Se
mezcld suavemente y se incubd en hielo por 10 min. Se aplicé un pulso de 1600 volts, 25
ohms y 50 UF en un equipo ECM Electro Cell Manipulator (BTX®). Inmediatamente
después se colocaron en hielo por 10 min. Ya realizada la electroporacion, los cultivos se
transfirieron a tubos cénicos de 50 ml con 10 ml de medio BM y se incubaron a 40 rpm vy

289C. 24 h después se adiciond la droga G418 a una concentracion de 25 pg/ml. 24 h
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después se volvid a adicionar G418, para obtener una concentracion final de 50 pug/ml. Las
células fueron monitoreadas hasta su recuperacion y se trasladaron a cajas de cultivo de

25 cm’, para obtener asi las poblaciones transfectantes estables.

4.8 Obtencion de clonas celulares

Una vez que se obtuvieron cultivos transfectados estables se continuo con la clonacién,
para esto las poblaciones se resembraron cada 24 horas al menos tres veces para
mantenerlos en fase media logaritmica, posteriormente se continud con la obtencién de
clonas celulares en medio BM con agarosa al 0.8% (SeaPlaque GTG, Cambrex®). Una vez
hecho el conteo celular, se prepararon diluciones de 2000, 1000, 500, 200 y 100 células de
las poblaciones transfectantes en 0.5 ml de medio. Las células diluidas se sembraron en
cajas Petri que contenian el medio de cultivo semisélido (medio BM, SFB 20%, agarosa
SeaPlagque GTG al 0.8% y G418 50ug/ml) expandiéndose de manera homogénea sobre
toda la superficie. La temperatura de incubacién fue de 282C con 5% de CO,. Los cultivos
se monitorearon hasta la aparicién de las primeras colonias (aprox. 16 dias), las cuales, se
seleccionaron y transfirieron a cajas de cultivo de 25 ml con medio BM mds G418 y se

crecieron a 28°C.

Para la crio-preservacién de las lineas celulares se tomaron 1x10® células por cada clona,
se centrifugaron a 4,000 rpm durante 10 min a 4°C. Las pastillas se resuspendieron cada
una en 1 ml de suero fetal bovino con 10% de glicerol y se transfirieron a crioviales que se
almacenaron a -70°C por 24 h. Al dia siguiente se transfirieron a un tanque con nitrégeno
liquido. 48 h después, los crioviales se descongelaron y se diluyeron con 4 ml de medio
BM sin drogas de seleccidon. 24 h después se les agregd la mitad de la concentracién de

G418 y 48 h después se les adiciond la concentracién final de la droga.
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4.9 Analisis de la expresion de proteinas recombinantes

Mediante un ensayo de Western blot, se llevd a cabo el andlisis de expresién de las
proteinas recombinantes en poblaciones y clonas celulares. Primero, se extrajeron las
proteinas empleando el buffer RIPA. Para ello se tomé una muestra de 100x10° células de
la linea LmTau95-PTP y se centrifugaron a 4000 rpm por 10 min y fue lavada con 500 ul de
PBS frio dos veces. Se resuspendié en 100 ul de buffer RIPA (Tris 50 mM, EDTA 5mM, NaCl
150 mM, NP40 1%, deoxicolato de sodio 0.5%, SDS 0.1% e inhibidores de proteasas 1x). Se
incubd posteriormente en hielo por 30 min, vortexeando cada 5 min durante 5 seg. Se
centrifugé a 14,000 rpm durante 20 min. Posteriormente se analizé la fraccion soluble,

gue corresponde a las proteinas, mediante cuantificacién por Bradford.

Después, las proteinas extraidas se desnaturalizaron, agregando 5 ul de muestra con
buffer Laemmli 1x (Tris-HCl 22 mM pH 6.8, SDS 2%, azul de bromofenol 0.02%, glicerol
10% y B-Mercapto etanol 5%), se colocaron en tubos de 1.5 ml y se mantuvieron durante
10 min en agua en ebullicion. Inmediatamente después se transfirieron a hielo durante
cinco minutos. Las muestras se fraccionaron en un gel de poliacrilamida con dodecil
sulfato sédico (SDS-PAGE, por sus siglas en inglés), el cual es un sistema discontinuo de
dos geles: un gel concentrador de poliacrilamida al 4% (Tris-HCI 133 mM pH 6.8, SDS 0.1%,
persulfato de sodio 0.1% y TEMED 0.2%), y un gel separador de poliacrilamida al 10% (Tris-
HCI 375 mM, SDS 0.1%, persulfato de sodio 0.1% y TEMED 0.2%). Asi, las proteinas migran
dependiendo de su masa molecular. La electroforesis se realizé con buffer de corrida 1x
(Tris 24.76 mM, glicina 191.82 mM, SDS 0.1%) a 80 voltios hasta que el frente de corrida
entrara al gel separador (~30 min) y posteriormente a 100 voltios por ~1.5 h.

Una vez finalizada la electroforesis, las proteinas fraccionadas se transfirieron a
membranas de PVDF (Immun-Blot™ PVDF, BIO-RAD) con buffer de transferencia 1x (Tris
24.76 mM, glicina 191.82 mM, metanol 20%). La trasferencia se llevd a cabo a 100 voltios
durante ~2 h a 4°C.

Después, la membrana fue bloqueada toda la noche a 4°C con una solucidon de leche

descremada al 5% en PBS-Tween-20 0.05% (en PBS). Posteriormente, se adiciond el
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anticuerpo primario Anti-Proteina C (Delta biolabs) en una dilucién de 1:3000. Este
anticuerpo reconoce al epitope de Proteina C de la bandera PTP. Se incubd por una hora a
temperatura ambiente y después se realizaron 3 lavados de 10 min con pBSTween-20
0.05%. Después, se incubd por una hora a temperatura ambiente con el anticuerpo
secundario HRP anti-conejo en una dilucién 1:3000. Después se repitieron los lavados.
Finalmente, con el kit de deteccion ImmobilonTM Western (Millipore) se realizaron los

revelados de las placas.

4.10 Purificacion por afinidad en Tandem

Para los experimentos de purificaciéon por afinidad en tdndem se usaron 3L de cultivo
celular en fase media logaritmica (4x10” céls/ml). Primero, los cultivos se centrifugaron a
4500 g por 10 min a 4°C. La pastilla celular se lavé con 200 ml de PBS-G y se resuspendid
en solucién IPP-150 (Tris-HCl 10 mM pH 8.0, NaCl 150 mM, NP40 al 0.1%) e inhibidores de
proteasas a una concentracion final de 2x (“Protease Inhibitor Cocktail for Plants and
Tissue Extract”, Sigma). Para la lisis, se adiciond 1% de Triton X-100 y se incubd en hielo
(~20 min). Posteriormente se dieron 60 golpes con un homogenizador (Wheaton) de 30 ml
hasta que las células estuvieron completamente lisadas. Para aclarar el lisado celular se
centrifugd a 12,000 g, durante 15 min a 4°C. El sobrenadante se colocé en una columna de
cromatografia desechable Econo-Pac® (BIO-RAD) de 20 ml con 350 pl de perlas de
Sefarosa-1gG (“IgG Sepharose™ 6 Fast Flow", Amersham), y se incubd por 4 h a 4°C en
rotacién suave. La columna fue drenada por flujo de gravedad y lavada tres veces con 20
ml de solucion IPP-150 fria. EIl complejo proteico fue digerido con 100 unidades de la
proteasa TEV (SIGMA ALDRICH) en 2 ml de amortiguador de proteasa AcTEV (KCl 150 mM,
Tris-HCl 20 mM pH 7.7, MgCl, 3 mM, DTT 0.5 mM, Tween 20 al 0.1%, EDTA 0.5 mM)
durante toda la noche a 4°C, rotando la columna en un angulo de 45°. La columna se
drend por flujo de gravedad, se realizdé un lavado con 350 pl de solucién PC-150 (KCI 150
mM, Tris-HCl 20 mM pH 7.7, MgCl, 3 mM, DTT 0.5 mM, Tween 20 al 0.1 %, CaCl, 1 mM),
equivalente al volumen muerto de las perlas de Sefarosa-IgG. Posteriormente, el eluido
conteniendo los complejos proteicos se aforé a 6 ml con buffer PC-150 mas CaCl, a una
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concentracion final de 3 mM, e inhibidores de proteasas a una concentracion final de 1x,
antes de transferirlo a una columna de cromatografia Econo-Pac® (BIO-RAD) de 5 ml
conteniendo 250 pl de matriz de afinidad a-Prot C (“HPC4”, Roche®) previamente
equilibrada. La columna se incubd 4 horas a 4°C en rotacién suave, se drend por flujo de
gravedad y se lavé 6 veces con 5 ml de PC-150. Finalmente, se realizaron ocho eluciones,
cada una con 250 pl de buffer de elucién (Tris-HCI 5 mM pH 7.7, EGTA 10 mM, EDTA 5 mM

e inhibidores de proteasas 1x).

4.11 Preparacion de las muestras para el analisis de espectrometria de
masas

Como primer paso, las proteinas purificadas se concentraron. Para ello, se transfirid el
material (~4 ml) a columnas “Amicon® Ultra-0.5ml Ultracel 3K” (Millipore) y se centrifugd
a 14,000 g a 4°C por 30 min repetidamente hasta reducir el volumen de la muestra a ~40
pl. La muestra concentrada se colocé en un tubo Eppendorf de 1.5 ml y se procesé en un
equipo speed vac para reducir a 25 pl el volumen final. Posteriormente, se tomaron 5 pl
de la muestra concentrada para analizarla mediante electroforesis en un gel de gradiente
prefabricado (4-15% de poliacrilamida, Mini-PROTEAN® TGX™). Después de la
electroforesis, el gel se colocd en solucién de fijacion (metanol 50%, acido acético 7%) dos
veces en agitacion suave por 30 min. Después, se retird la solucidn e incubd ahora durante
12 h. en solucién SYPRO® Ruby Protein Gel Stain (Invitrogen™, Molecular Probes™).
Posteriormente, se realizé un lavado en un recipiente diferente con una solucién de
metanol al 10% y acido acético al 7%, en agitacion suave. Finalmente, el gel se lavd por 5
min con agua bidestilada. El analisis del gel se realizé en un fotodocumentador (BioSens
SC 645). Por ultimo, el volumen restante de la muestra proteica se corrido en un gel de
poliacrilamida al 10% preparado con soluciones filtradas hasta que la muestra penetrara
aproximadamente 1 cm del gel. Después, el gel se tifd con GelCode Blue Stain Reagent
(Pierce) durante 2 h a temperatura ambiente y se lavé con agua destilada durante 2 h. Las

proteinas purificadas se mostraron como una banda grande, la cual se corté en dos
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fragmentos que correspondieron a proteinas de bajo y alto peso molecular. Las bandas
fueron analizadas por espectrometria de masas en la Unidad de Servicios de Apoyo a la

Investigacion y a la Industria (USAII), UNAM.
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5. Resultados

5.1 Analisis de la secuencia de LmTau95

En L. major, Tau95 es codificado por un gen de copia Unica (gen ID: LmjF.21.1100)
localizado en el cromosoma 21. Se predice que la proteina esta constituida por 700
aminodcidos y tiene un peso molecular de 76.5 kDa. Con el objeto de determinar el grado
de conservacion de la secuencia de aminoacidos de LmTau95 en relacion a ortdlogos de la
proteina en otras especies, se realizd un alineamiento de secuencias (Figura 16). La
comparacion reveld que Tau95 es una proteina cuya secuencia es poco conservada en la
escala evolutiva. El nimero de aminoacidos entre las especies es considerablemente
diferente, siendo LmTau95 la secuencia mas larga con 700 aminodcidos, mientras que
Tau95 de S. pombe es de tan solo 456 aminoacidos. El peso predicho de esta proteina es
de 52 kDa en S. pombe y de 76 kDa en L. major. Se calcularon también los porcentajes de
identidad y LmTau95 comparte la mayor similitud con S. pombe con 18.8% y humano con

17.76% (Tabla 2).

Lm (123) SRAF|EPTVAKRTAVQAVHGVAGQRTELHLLTRHHHHYCTVPIFS@WRSTNWGTGS 178
Sc (37) SLELJMINVST-———————————————————— KHSSIQKAIKMCGEIEK----—-—--— 64
Sp (12) LIEHEGFA--———————————————————————— NNKDAFFQTLGEVQS——-—-—-——— 35
Hs (25) CVEYjGVV-———————————————————————— RDVAKMLPTLGEEEG-—-———-— 48
Mm (25) CVEYjGVV-———————————————————————— RNEAKMLQTLGEEES-————-— 48
Dm (14) LIEYJEGRV-———————————————————————— VNPDRMIATLGEIIN----——-— 37
Lm DEEDEGDRASDSGVGRDGCADAEDAAEGAHLPAQKRRRREVFA-SMEPQ-—--—--———-— 226
Ssc  mmmmmmmmm— - VKEAFKEHGPIESQHGLQLYLNDDTDRDGSKSYEFNEHP 102
Sp s IQKACQTSFONPKQALLELNLRPKDK-—————-— YHHP 65
Hs VSRIYAD----- PTKRLELYFRPKDP-—-—————— YCHP 73
Mm ~  mmmmmmmmm————————————— VSRIYTD----- PTKRLELYFRPKDP-----——-— YCHP 73
PDm mmmmmmmm—mmm === VSKVLGD----- EVKRLALHFHPENP---———--— YNKP 62
Lm LLVN--GYYRNDLLERMRQRRRIRRYRDPVTNAVLREEEVDSAEEGQGGSAHGDKDAR-~- 282
Sc VIGKRVPFRDESVILKVTMPKGTLSKNN----—————-—-————————————— NSVKDSIK- 138
Sp VQARVQSR--NDLLVTIKKMD-————————-————————————————————— NS—=-————- 86
Hs VCANRFST--SSLLLRIRKRT----—-—-—--—-—-——————————————————— RROKGVLGT 101
Mm VCANRFST--SSLLLRIRKRT----—————————— = ——————————— RRRRGVLGD 101
Dm TEFGDCTDK--TGVLESEITVRR-——=——————————————mm—————————— HKKD----- 85
Lm GTARTSGLSAEVNMGVVSREMELARP TEFALFTPEQLOQAAPSLC-—-—————===————-— 327
Sc SLKDSNKLRVTPVSIVDNTIKFEREMSEOIKLDNVPSAREFKSSFGSLEWNNFKSEFVNSV 198
Ssp  —m——————- VONVSRIRQVFLERDM QYSTONSPEFVQOKLDSTLRVLDYNAIN-——-—---— 131
Hs EAHSEVTFDMEILGIISTIYKEQOGMSEEOYLAVHTEAGGKHTSMYDKVL----ML----R 153
Mm EAHPQVTENLETIGIISTIYKEQGMSEAOY LAVHTEAGGKHVSMYDRVL----MR----K 153
Dm -KOQRPPEYFVRVILGHCSRSFTEETLCROYLPLWSTPKSDNANAAQELTYALDQL----K 140
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Im mmmmmm—mmm— GADVFPIEOHELGARAPFEVRYEPGRDPNTAVATVS 362

Sc PDNDSQPQENIGNLILDRSVKIPSTDFQLPPIEPKLSMVGFPLLYKYKANPFAKKKKNGV - 257
Sp -KF-—————= SID----- LTPVQ-RKHVDMPPIRPVESQTSLPMSYNELONPLVGR--VRL~- 175
Hs 197
Mm 197
Dm 183
Lm 417
Sc 300
Sp 212
Hs 241
Mm 241
Dm 222
Lm —-—--GSSLD-GGLDTDPPEVOMMVRIBLAVRIESINVVODLODAMLQOSGLCPRAYRNMOVMQCE 473
Sc VYPGTKSDSKFYESLEECLK ILREMEARRE IIIVKRELUDG I VPKK--——- THHTMMIALALT 356
S s — EPSKTIQEVIEALKPMEEK TRRAILNHLDPS-——-YTHYLIFALPYL 259
Hs = CTNPVDRKVEEELRKIBED T IWSRNAVKANISV-=-——— HPDKLIWVLLPFI 287
Mo  ———————— CTNPIDQKVEEELRKI®ED T SRNAVKSNVSV—-——---— HPDKLINILLPYM 287
PDm KVKYVSDEQLALVKKIBEDDCIEIWTRIALOYESGL-—--—— TNDKLINCITPSL 268
Lm TYLIRNEGZFNRLRLRLEYIZYASASSVVMERTI TVRLLRRSDVGVRL-—-=————— RDVSRS 525
Sc SYRE'T IWRNTY IK RSSVEYAQMOTEYFKIERKLLSSPIVKKNVP--—-—--—-— KP 409
Sp SYLWTS[EHFRDTYTR RKDSNAAAMOALFFKLKLNGKHKGTKT--—-=-—-—-=-—=——=——— 306
Hs AYYMITEHWRSTLWIRFEYIZFRKNPDAKIMOVLDFRIRCGMKHGYAPS-DLPVKAKRSTYN 346
Mm AYYMITEHWRSTLWIRFIEYIIFRKHPDAKIMOVLDFRIRCGMKYGYGSR-DMPVKAKRSTYN 346
Dm AFYFSNEEWRTLYVREEYIIZFRKDFNSRYMOTFDFRLRFSTGLSEFVYAKKFVKQRRAANA 328
Lm PHIESVLRLLLERDRERRVEYKSL--—-- PAH---——- ACRQTLLEMQCRNIRRGQLYIP 574
Sc P--PLV-—————- FESD-——-—-———-————- TPGG—————————————— IDSRFKFDGKRIPW 435
Sp T HVFDGKTLFP 316
Hs YSLPITVK----KTSSQLVTMHDLKQGLGPSGTSGARKPASSKYKLKDSVYIFREGALPP 402
Mm YSLPITVK----KTSNQPGTMHDLKQGLGPSGTDGPRKLTYNKYKLKDSVYIFREGALPP 402
Dm PFAPI-———————— - —— —— EDRVSDLVQDIDYPYFDEHKLPR 356
Lm FQ-LADVMDDPYMADVARCVEPATAPMELARCGQR! LSEAAYSRAMAHYSEALAALLE 633
Sc YLMLQI-DLLIGEPNIAEVFHNV---EYLDKANELT@UNFKELDLVKIRRIVKYELGCMVQ 491
Sp —TNRVYQVCDIVDPTIAPLLKDT---QLRSECHRDTENYRSGRYYKVRDLMREKLFALIE 372
Hs YROMFYQLCDLNVEELQKIIHRND--GAENSCTERDEGYCLPKTSDELRDTMSLMIRQTIR 460
Mm YROMEFYQLCDLNVEELQKIVHRND--GTETVCTERD@NCLPKTTDHLRDTMSLMILOTIR 460
Dm SROQCMLRYCDVRMTRIQEMLEKIPTPLTGAVCNERTENLPPGFDAQVRQIVCASISELLR 416
Lm EEVEPLLRKLQG-—-——--————————— EEDAEGNATNADKAAESST-—-——-— SSLRDEE-- 671
Sc GNYEYNKYKLKYFKTMLEVKESMVPENKNSEEGMGVNANKDADGDINMDAGSQMSSNATE 551
Sp GEMPSEV—-—----— AVNMIL-————————————————— NAE-———————————————— (34) 422
Hs SKRPALEF-—--—-- SSSAKA-————————————————— DGGKE---QLTYESGEDEEDEE-- 492
Mm SERPALEF-—---- SNTGKA-————=———=————————— DRGKE---QLMFESGEEEEEEE-- 492
Dm NHYRKEN--=-——=—=———— - TAEVE---AV-TQADEEDEDEA-- 442
Lm --—--LEDDEDEDDSAMFSV--SAGDLSEAADDDDE 700

Sc (25) ALENEEMDTDQNLKVPASIDDDVDDVDADEEEQE 649

Sp INDLMRNLMKRSQEHEGFEDLEEIDDDYDDIFGD 456

Hs --EEEEEEEDFKPSD--—-—-=-—=———— GSENEMETEILDYV 519

Mm -EEEEEEEEDFKPSD--—-———=———— GSENEMETEILDYV 520

Dm -EDEETQEEDMELDETQAM—-———— GNSEQFVDND (10) 480

Fig. 16. Comparacion de secuencia de aminoacidos de Tau95 en diferentes especies. Se muestran los ortélogos de Tau95 en L. major
(Lm), S. cerevisiae (Sc), S. pombe (Sp), humano (Hs), Mus musculus (Mm) y Drosophila melanogaster (Dm). Los residuos conservados y
semiconservados se muetran sombreados en negro y gris, respectivamente. Los aminodcidos acidos, acido aspartico (D) y acido
glutamico (E), estan resaltados en amarillo. En la extrema derecha se indica el conteo de aminoacidos de la secuencia. Entre paréntesis
se indica el nUmero de aminoacidos no mostrados en la secuencia.



El extremo C-terminal de varios ortélogos de Tau95 presenta una regidn rica en
aminodcidos 4cidos: acido aspartico (D) y acido glutamico (E) (Figura 16). De manera
similar, el extremo C-terminal de LmTau95 también presenta la region rica en aminodacidos

acidos, conteniendo 11 Ds y siete Es (Figura 16). Recientemente se demostrdé en S. pombe

que esta regidn regula la capacidad de union de Tau95 al DNA (Taylor et al., 2013b).

Lm Sc Sp Hs Mm Dm
Lm 100 16.70 18.80 17.76 16.23 17.38
Sc 100 23.42 20.81 20.97 19.47
Sp 100 24.21 25.61 25.24
Hs 100 85.36 27.95
Mm 100 28.10
Dm 100

Tabla 2. Porcentajes de identidad de ortdélogos de Tau95 en L. major (Lm), S. cerevisiae (Sc), S. pombe (Sp),
humano (Hs), Mus musculus (Mm) y Drosophila melanogaster (Dm).

5.1.1 Dominios conservados y estructura secundaria predicha de LmTau95

Los ortélogos de Tau95 se caracterizan por la presencia de dos dominios conservados: el
dominio de dimerizaciéon con Tau55 y el dominio de unidn al DNA. Para determinar la
presencia de estos dos dominios en LmTau95, se realizdé una comparacion con la secuencia
ya estudiada de Tau95 de S. pombe (SpTau95) (Taylor et al., 2013b). En la figura 17 se
observa la comparacién de ambas secuencias y la prediccidn de su estructura secundaria.
El porcentaje de identidad entre las dos secuencias es relativamente bajo (con un valor de
18.69%). Sin embargo, estructuralmente hay cierta similitud entre ambas proteinas.
Primero se encuentra el dominio de dimerizaciéon (Figura 17, region en rojo), el cual
presenta cinco a-hélices y cuatro ldminas -plegadas en LmTau95, a diferencia de las tres
a-hélice y siete laminas B-plegadas presentes en SpTau95. Este dominio participa en la
formacién de un heterodimero con Tau55, que es otra de las subunidades de TFIIIC en S.
pombe.
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Desde la regidn central y hacia el extremo C-terminal de SpTau95 se localiza el dominio de
unién a DNA, el cual se divide en dos subdominios: una hélice alada (winged helix) (Figura
17, regién en azul) y una region llamada WHI (Figura 17, regidén en verde). Las hélices
aladas conforman una subfamilia del dominio hélice-vuelta-hélice, y su funcion estd
asociada con la unién al DNA (Gajiwala y Burley, 2000). La estructura candnica de este
dominio es: a-B-a-a-B-P. El dominio de hélice alada de SpTau95 presenta esta estructura
candnica, con una lamina B-plegada extra al inicio de la secuencia (marcada como 0 en la
figura 17). La estructura secundaria predicha del subdominio de hélice alada de LmTau95
es casi idéntica a la de SpTau95. La unica diferencia significativa es la presencia de una

pequeia a-hélice adicional en LmTau95 (Figura 17).

Por su parte, el subdominio WHI presenta una estructura que no tiene similitud con
ningun dominio descrito hasta ahora. En SpTau95 estd formado por cinco a-hélices y dos
B-plegadas (Figura 17, regién en verde). En general, esta estructura estd conservada en el
subdominio WHI de LmTau95, aunque éste presenta varias pequenas B-plegadas extras

(Figura 17, region en verde).
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Fig. 17. Comparacion de secuencia y estructura secundaria de Tau95 entre L. major (Lm) y S. pombe (Sp). Las secuencias de

aminodcidos de Tau95 de L. major (LmTau95) y de S. pombe (SpTau95) fueron alineadas con el programa Clustal W. Los residuos

conservados estan sombreados en negro. El nimero a la derecha indica el nimero de aminoacidos de la secuencia. El dominio de

dimerizacién esta sefialado en rojo, mientras que el dominio de unién a DNA se sefiala en azul (subdominio de hélice alada) y

verde (subdominio WHI). Los puntos de color rojo representan los aminoacidos en S. pombe reportados con una carga positiva en

la superficie de la molécula que presentan interacciéon con el DNA (Taylor et al., 2013b); y en L. major se muestran los probables

residuos con la misma funcién de otorgar una region cargada en la superficie de la molécula. Los elementos predichos de la

estructura secundaria de LmTau95 se muestran arriba del alineamiento; abajo se muestra la estructura secundaria ya reportada

para SpTau95 (Taylor et al., 2013b). Las cadenas B se representan con flechas y las a-hélices con rectangulos redondeados, y

estan coloreados de acuerdo con el dominio conservado donde se encuentran.
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5.1.2 Determinacion in silico de la estructura terciaria de LmTau95

Posteriormente se determind la probable estructura tridimensional de LmTau95, usando
como molde los cristales de SpTau95 ya reportados (PDB: 4BJJ y 4BJI) (Taylor et al., 2013).
Para facilitar el analisis, los dos dominios se examinaron de manera independiente
(Figuras 18 y 19). La estructura del dominio de dimerizacion de LmTau95 mostro cierta
similitud con la de SpTau95, observandose una separacion entre la region C-terminal (rica
en a-hélices) y la regiéon N-terminal (rica en B-plegadas) (Figura 18). La region N-terminal
es la que hace contacto directo con Tau55 en S. pombe. Por su parte, el dominio de unién
a DNA de LmTau95 adopta una topologia muy similar a la SpTau95 (Figura 19),
mostrandose una clara separacion entre los dos subdominios. En resumen, estos
resultados indican que, mientras el dominio de dimerizacion de LmTau95 estd
relativemente poco conservado, el dominio de unién al DNA estd muy conservado a nivel

de estructura secundaria y tridimensional.

SpTau95 LmTau95 SpTau95/LmTau95

S
2apet

>
.

C

Fig. 18. Estructura secundaria del dominio de dimerizacion LmTau95 y SpTau95. SpTau95 representa la
estructura secundaria reportada para S. pombe. Se muestra también la estructura secundaria predicha para
L. major y el empalme de ambas. En color rojo se muestran las hélices y en amarillo las B-plegadas. Se indica
el amino (N) y carboxilo (C) terminal.
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SpTau95 LmTau95 SpTau95/LmTau95

Fig. 19. Estructura tridimensional del dominio de unién a DNA de SpTau95 y LmTau95. Se ilustra la
estructura secundaria reportada para S. pombe (SpTau95). Se muestra también la estructura secundaria
predicha para L. major (LmTau95) y el empalme de ambas. En color rojo se muestran las hélices y en
amarillo las B-plegadas. Se indica el amino (N) y carboxilo (C) terminal.

SpTau95 LmTau95

Fig. 20. Estructura globular de SpTau95 y LmTau95. Se muestra el modelo reportado de SpTau95 vy la
estructura predicha de LmTau95. En color rojo se indica el drea que corresponde a las a-hélices, en amarillo
las B-plegadas, y en blanco los residuos positivamente cargados. Las flechas sefialan a los residuos y la
posicidn en que se encuentran en el péptido.
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Taylor et al. (2013b) hicieron una inspeccion del potencial electrostatico de superficie en
Tau95 de S. pombe, donde se identificaron algunos aminodacidos basicos que podrian
interactuar con el DNA (Figura 17, puntos rojos; y Figura 20). Mediante mutagénesis
dirigida y ensayos EMSA se confirmdé que muchos de estos aminodcidos si se unen al DNA.
Un andlisis de potencial electrostatico de superficie en LmTau95 permitio la identificacidon
de aminodcidos basicos localizados en la superficie de la molécula, en posiciones similares
a los de SpTau95, que potencialmente podrian participar en la unién al DNA (Figuras 17 y

20).

5.1.3 Tau95 en Leishmania spp.

Para determinar el grado de conservacién de Tau95 entre distintas especies del género
Leishmania, se realizé un alineamiento con sus secuencias de aminodcidos (Figura 21).
Como se esperaba, la secuencia esta altamente conservada dentro de género Leishmania.
Los porcentajes de identidad de LmTau95 se observaron en un rango de 81.7% (con L.
braziliensis) a 92.9% (con L. donovani) (Tabla 3). La mayor identidad se presenté entre los
ortélogos de L. infantum y L. donovani, con un 99.5%. Aunque toda la secuencia esta
conservada, la mayor identidad se presentd en el dominio de unién a DNA. De igual
manera, todos los ortdlogos de Tau95 de Leishmania son ricos en aminodcidos acidos en

el extremo carboxilo terminal (Figura 21).

Lm M2 Pl S PRV 58
Li 58
Lmx [PAFRSY I SVELPFg\V/TPTVTTSSAMLGE 58
Ld TN DRIHAT — — |IPAFRSYISVELPFIRWTPTVTTSSAMLEGHE 58
Lp TENE DRI TAA STIEG |PAFRSYISVELPEJS TPTVTTSSAMLGRDSTSAHAGE 60
Lb WA PHBS PSS Gle 60
Lm 118
Li 117
Lmx 116
Ld 117
Lp 119
Lb 119
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Lm 598
Li 597
Lmx ‘PFQLADVMDDPYMAD 596
Ld ‘PFQLADVMDDPYMAD 596
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Fig. 21. Alineamiento de las secuencias de aminodacidos de Tau95 en diferentes especies de Leishmania. Se
muestran las secuencias de L. major (Lm), L. infantum (Li), L. mexicana (Lmx), L. donovani (Ld), L. panamensis
(Lp) y L. braziliensis (Lb). Los residuos conservados y semiconservados se encuentran sombreados en negro y
gris, respectivamente. La posiciéon de los dominios conservados se muestra con una barra en la parte
superior de las secuencias: de color rojo para el dominio de dimerizacidn, azul para el subdominio de hélice
alada y verde para el subdominio WHI. A la derecha se indica el nimero de aminodcidos de las secuencias.

Lm Li Lmx Ld Lp Lb
Lm 100 92.84 92.64 92.97 82.05 81.77
Li 100 93.36 99.57 84.93 84.49
Lmx 100 93.50 83.67 83.53
Ld 100 84.76 84.33
Lp 100 98.56

Lb 100

Tabla 3. Porcentaje de identidad de la secuencia de Tau95 entre distintas especies del género Leishmania.
Se analizaron las secuencias de L. major (Lm), L. infantum (Li), L. mexicana (Lmx), L. donovani (Ld), L.

panamensis (Lp) y L. braziliensis (Lb).
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5.2 Clonacidn en el vector pGEM-T Easy

Como primer paso para estudiar experimentalmente a LmTau95, su region codificante se
amplific6 mediante PCR para ser clonada en el vector pGEM-T Easy. Posteriormente, el
gen de LmTau95 seria subclonado en el vector PTP para llevar a cabo las purificaciones por
afinidad en tandem vy asi identificar algunas de las proteinas con las que interactua

LmTau95.

Asi, en primera instancia se disefiaron oligonucledtidos que permitieran la amplificaciéon
del gen completo de LmTau95, sin el codén de paro. Se utiliz6 DNA gendmico de L. major
como molde y se realizd la reaccion de PCR con la enzima Kapa HiFi HotStart DNA
polimerasa, que es de alta fidelidad, utilizando distintas temperaturas de annealing: 66°C,
68.4°C y 70°C. Para comprobar que se hubiese amplificado el gen de manera correcta, se
verificd el producto de PCR mediante una electroforesis, lo que mostré el amplicén del

tamafio esperado de 2100 pb (Figura 22a).

M 1 2 3

Pb Pb
300 3000
2000 Taud5  H000
(A) (B)

Fig. 22. (A) Amplificacion por PCR del gen LmTau95 de L. major con la enzima Kapa HiFi HotStart DNA
polimerasa. M: Marcador 1 Kb Plus (Invitrogen); 1: 66°C; 2: 68.4°C; 3: 70°C. (B) Purificacién de producto de
PCR de Tau95. Se muestran la primera y segunda elucién (Carriles 1y 2, respectivamente). Gel de agarosa al
1 % tefiido con Midory Green.

51



El DNA obtenido fue posteriormente purificado mediante el kit nucleoSpin gel and PCR
clean-up (Figura 22b) y adenilado para continuar con su ligacién en el vector pGEM-T Easy.
El producto de las reacciones de ligacidon se utilizé después para la transformacién de
células de E. coli IM109. De las colonias obtenidas, y que presumiblemente contenian al
vector, se hizo una extraccién del DNA plasmidico mediante minipreps (Figura 23). Con el
DNA obtenido se realizé un andlisis de restriccién doble utilizando las enzimas Xmal y
Xbal, cuyos sitios de corte se adicionaron a los oligonucledtidos disefiados para la
amplificacién del gen. El analisis de las restricciones revelé las dos bandas esperadas de

2.1 kb (gen LmTau95) y 3 kb (vector pGEM-T Easy) (Figura 24a).

Pb

6000
3000

Fig. 23. DNA de plasmidos aislados de las colonias positivas. Se purificéd plasmido de 4 clonas por duplicado.
Se observa una primera elucién con una gran cantidad de plasmido (Carriles 1, 3, 5y 7) y una segunda
elucion (Carriles 2, 4, 6 y 8) con menor cantidad de DNA de plasmido. El marcador de peso molecular (carril
M) corresponde a la escalera de 1 Kb Plus de Invitrogen. Gel de agarosa al 0.8% tefiido con Midory Green.
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LmTau95
pGE-LmTau9%5
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2000 Tau95 P

7 LacZ

Figura 24. Clonacién de LmTau95 en pGEM-T Easy. (A) Analisis de restriccion de cuatro clonas resultado de
la ligacion de LmTau95 en pGEM-T Easy. Se muestra el resultado de la digestion de los vectores con las
enzimas Xmal y Xbal (carril 1-4), donde fue posible liberar el gen de LmTau95 del vector pGEM —T Easy,
mostrando las bandas esperadas de 2.1 kb y 3 kb respectivamente. Gel de agarosa al 1% tefiido con Midory
green. (B) Mapa del vector pGE-LmTau95. Se indican los sitios de corte de las principales enzimas de
restriccion, la secuencia de resistencia a ampicilina y el inserto de LmTau95.

De las clonas obtenidas, se seleccioné una para enviar a secuenciar. Con el resultado
obtenido se confirmé que el gen no presentd ninguna mutacién. De esta forma se generd

el vector pGE-LmTau95 (Figura 24b).

5.3 Subclonacion de LmTau95 en el vector PTP

Con el vector pGE-LmTau95 se procedioé a la generacion del vector pLMTau95-PTP. Como
primer paso el vector pGE-LmTau95 fue digerido con las enzimas Xbal y Xmal para liberar
el inserto de DNA LmTau95 (Figura 25a). El gen de LmTau95 se purificé a partir de un gel
de agarosa (Figura 25b).
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Fig. 25. A Electroforesis de DNA de plasmido digerido con enzimas Xbal y Xmal. B Inserto LmTau95
purificado de 2.1 Kb. En ambos caso se usé el Marcador 1Kb Plus (Invitrogen). Gel de agarosa al 1% tefiido
con midory green.

Posteriormente, el vector pB6-PTP fue digerido con las enzimas Xbal y Xmal para separar
el gen de RPB6 (Figura 26A), y el cuerpo del vector PTP de 6.7 KB se purificd a a partir de
un gel de agarosa (Figura 26B).
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Fig. 16. Electroforesis del plasmido pB6-PTP. A: DNA del vector pB6-PTP digerido con las enzimas Xbal y
Xmal, se observa el cuerpo del vector de 6.7 Kb y el gen liberado de RPB6 de 520 pb (1). M: Marcador 1 Kb
Plus (Invitrogen); Gel de agarosa al 0.8% tefiido con bromuro de etidio. B: cuerpo del vector PTP purificado
(1) M: Marcador 1 Kb Plus (Invitrogen). Gel de agarosa al 1% tefiido con midory green.

Con el vector PTP y el inserto LmTau95 purificados, se realizaron dos ligaciones
empleando 100 o 200 ng de vector, asi como 230 o 440 ng de inserto respectivamente.
Con los productos de ligacion se transformaron células electrocompetentes ElectroMax
DH5aE de E. coli y se obtuvieron 58 colonias con la ligacién de 100 ng de vector y 65

colonias a partir de la ligacién de 200 ng.

De las colonias obtenidas se analizaron 5 (colonias 43, 45, 50, 101 y 105) mediante
obtencién de DNA por miniprep y analisis de restriccidn con las enzimas Xbal y Xmal. Se
pudieron observar los fragmentos esperados de 6.7 kb (vector PTP) y 2.1 kb (gen

LmTau95) en cuatro de las colonias (Figura 27).
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 M

Fig. 27. Analisis de restriccibn de las colonias  obtenidas  para LmTau95-PTP.
Colonia 43 (carril 1: DNA sin digerir, carril 2: DNA digerido con Xbal y carril 3: DNA digerido con Xbal y
Xmal). Colonia 45 (carril 4: DNA sin digerir, carril 5: DNA digerido con Xbal y carril 6: DNA digerido con Xbal
y Xmal). Colonia 50 (carril 7: DNA sin digerir, carril 8: DNA digerido con Xbal y carril 9: DNA digerido con
Xbal y Xmal). Colonia 101 (carril 10: DNA sin digerir, carril 11: DNA digerido con Xbal y carril 12: DNA
digerido con Xbal y Xmal) y Colonia 105 (carril 13: DNA sin digerir, carril 14: DNA digerido con Xbal y carril
15: DNA digerido con Xbal y Xmal). M: Marcador 1kb Plus (Invitrogen).

De las colonias obtenidas, se seleccionaron las clonas 45 y 50 para enviar a secuenciacion.
Con el analisis de las secuencias se comprobd que no hubo ningdn cambio o mutacion, y
gue el gen de LmTau95 se encontraba en marco con la bandera PTP (Figura 28). De esta

forma se obtuvo el vector pLmTau95-PTP (Figura 29).

1 GCCGGCGACCTCTCCGAAGCGGCGGACGACGACGACGAGTCTAGAGGTTCCGACGGCGAA
1 A G D L S E A A DD D D E S R G S8 D G E
61 GATCAGGTGGATCCTCGTCTTATTGATGGGAAATATGATATTCCAACTACTGCTAGCGAG
21 DQVDPRLIDGKYDIPTTASI
121 AATTTGTATTTTCAGGGTGAGCTCAAAACCGCGGCTCTTGCGCAACACGATGAAGCCGTG
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Fig. 28. Secuencia de LmTau95 unido a la bandera PTP. Se muestra la secuencia de DNA y la secuencia
predicha de aminoacidos. En esta Ultima se observa que la secuencia de LmTau95 estd en marco con la
bandera PTP. En azul se sefiala el extremo C-terminal de LmTau95, en amarillo se muestra el epitope de

GACAACAAATTCAACAAAGAACAACAAAACGCGTTCTATGAGATCTTACATTTACCTAAC

TTAAACGAAGAACAACGAAACGCCTTCATCCAAAGTTTAAAAGATGACCCAAGCCAAAGC

GCTAACCTTTTAGCAGAAGCTAAAAAGCTAAATGATGCTCAGGCGCCGAAAGTAGACAAC

AAATTCAACAAAGAACAACAAAACGCGTTCTATGAGATCTTACATTTACCTAACTTAAAC

GAAGAACAACGAAACGCCTTCATCCAAAGTTTAAAAGATGACCCAAGCCAAAGCGCTAAC

CTTTTAGCAGAAGCTAAAAAGCTAAATGGTGCTCAGGCGCCGAAAGTAGACGCGAATTCC

GCGGGGAAGTCAACCCAATTGGATTATAAAGATGATGATGATAAATAA

Prot C, en morado el sitio de corte de la proteasa TEV y en verde los dos epitopes de Prot A.

57



LmTau93

pLmTau95-PTP

8776bp
Xmal

Kpnl

Neol

Fig. 29. Mapa del vector pLmTau95-PTP.

5.4 Generacion de la linea celular LmjF-Tau95-PTP

El vector pLmTau95-PTP se prepard a gran escala por midiprep (Figura 30A). Se hicieron
pruebas de restriccién con las enzimas Xbal y Xmal para verificar el tamafo de vector e
inserto, obteniéndose los fragmentos esperados de 6.7 Kb y 2.1 kb respectivamente

(Figura 30B).
(A) (B)

Pb Pb
Vector pLmTau95-PTP
7000 — P PTP
Tau95
2000

Fig. 30. Obtencién de DNA por midiprep. (A) Se muestra el vector extraido pLmTau95-PTP. (B) Vector
pLmTau95-PTP digerido con las enzimas Xbal y Xmal.
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La transfeccién de promastigotes de L. major se realizd con 25 pg del plasmido pLmTau95-
PTP. Las células fueron seleccionadas con el farmaco G418, hasta que se observé una
poblacién transfectada establemente, aproximadamente 28 dias después de Ia
electroporacion. Posteriormente, la poblacién se resembré cada cuatro dias o al entrar en
fase de crecimiento estacionario. Para la clonacion celular, cultivos en fase media
logaritmica se resembraron cada 24 horas (tres resiembras) y se plaquearon en cajas petri
con medio semisélido, para asi obtener las clonas celulares con que se trabajaria mas

adelante.

5.5 Analisis de la expresion de las proteinas recombinantes

Para verificar que las clonas celulares obtenidas expresaran en efecto la proteina
recombinante LmTau95 fusionada con la bandera PTP, se realizd un ensayo tipo Western
blot. Se utilizé para esto el anticuerpo anti-Prot C, que reconoce el dominio de Proteina C

incluido en el péptido de extraccion.

El ensayo se realizé con cinco clonas celulares. LmTau95-PTP tiene un peso aproximado de
93 kDa. Al realizar el revelado de la placa, se observé sefal inespecifica en todas las clonas
(Figura 31). Sin embargo, se aprecio la sefial de una proteina del tamano esperado en tres
de las clonas (Figura 31, clonas 2, 3 y 5), confirmdndose la expresidon adecuada de la
proteina recombinante LmTau95-PTP. Las otras bandas observadas podrian corresponder
a uniones inespecificas del anticuerpo o a productos de degradacidon de la proteina

LmTau95-PTP (Figura 31).
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Fig. 31. Ensayo Western blot. Se analizaron las clonas 1-5 transfectantes de L. major con Tau95-PTP (C1 a
C5), asi como células silvestres (WT). Se usé el anticuerpo anti-Prot C. Se utilizo el marcador para proteinas
CSL-BBL de Cleaver Scientific®.

5.6 Purificacion por afinidad en tandem

Los experimentos de purificaciéon por afinidad en tdndem se llevaron a cabo para el
aislamiento de complejos proteicos de LmTau95. Para estos ensayos se usé la clona 2. El
extracto proteico se transfirié a una columna cromatografica que contenia una matriz de
Sefarosa-1gG. Después de un periodo de tres horas de incubacién a 4°C, se incubé con la
proteasa TEV durante toda la noche a 4°C, para liberar el complejo proteico de las perlas.
Posteriormente se transfirid el eluido a una nueva columna cromatografica con una matriz
de afinidad de Prot C. Los complejos proteicos se liberaron usando agentes quelantes, y el

eluido final fue concentrado y analizado mediante electroforesis (Figura 32).
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Fig. 32. Proteinas obtenidas mediante purificacién por afinidad en tdndem de LmTau95-PTP. La muestra
utilizada corresponde a una alicuota del material total concentrado. Gel de gradiente (4-15%) de
poliacrilamida (Mini-PROTEAN® TGX™ Precast Gel) tefiido con Sypro Ruby. Marcador Broad Range
Protein Molecular Weight Markers PROMEGA. La flecha indica a la proteina blanco probable, LmTau95-PTP,
cuyo peso molecular es de ~75 kDa. M: marcador; 1: muestra.

En el gel se lograron observar al menos siete bandas, con tamanos que van desde ~25
hasta ~120 kDa (Figura 32). Entre estas bandas se puede observar una de alrededor de 75
kDa, que podria corresponder a LmTau95-PTP, que tiene un tamafio predicho de 74 kDa,

mas 3.5 kDa del dominio de proteina C.
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5.7 Identificacion de las proteinas que se asocian con LmTau95

Para conocer la identidad de las proteinas que co-purificaron con LmTau95-PTP, la
muestra que contenia este complejo proteico fue concentrada y analizada mediante
espectrometria de masas. Para esto, se realizd una electroforesis corta para introducir la
muestra completa en un gel de poliacrilamida, interrumpiendo la electroforesis una vez
gue la muestra habia corrido aproximadamente 1 cm. Este gel fue tefiido con GelCode
Blue Stain Reagent. Posteriormente, se cortd en dos partes el fragmento del gel que
contenia todas las proteinas, las cuales se enviaron a analizar a la Unidad de Servicios de
Apoyo a la Investigacién y a la Industria (USAIl) de la UNAM. Los péptidos obtenidos se

identificaron comparando su secuencia con la base de datos del genoma de L. major.

Ademas de LmTau95, se identificaron dos proteinas (LmjF.27.0990 y LmjF.12.0560) (Tabla
4), anotadas como proteinas hipotéticas en la base de datos, que podrian corresponder a

las subunidades Tau55 y Tau131 de TFIHIC (ver Discusion).

Asimismo se purificaron nueve proteinas adicionales (Tabla 4), las cuales, de acuerdo con

su funcién, pueden clasificarse en tres grupos:

e Proteinas relacionadas al citoesquelto y flagelo: a-tubulina y B-tubulina.

e Proteinas de respuesta a estrés y plegamiento: Proteina heat shock 70 (Hsp70),
Proteina heat shock 83 (Hsp83), Proteina heat shock DNAJ, proteina 1 relacionada
a proteina heat shock 70 mitocondrial (Hsp70.1) y proteina regulada de glucosa 78.

e Sintesis de proteinas: Factor 1B de elongacién de la traduccidén, proteina 40S

ribosomal SA.

Algunas de estas proteinas podrian interactuar con LmTau95. Sin embargo, otras de ellas
podrian ser contaminantes. Experimentos futuros nos permitirdn confirmar estos

resultados.
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ID Proteina mW (Da) Péptidos | Cobertura (%)
LmjF.21.1100 Tau95 76501 82 59.5714
LmjF.12.0560 Taul3l 148953 17 19.6494
LmjF.27.0990 Tau55 29848 13 77.8571
LmjF.13.0370 a-tubulina 49727 11 25.9423
LmjF.33.0806 B-tubulina 49707 16 38.3747
LmjF.28.2780| Proteina heat shock 70 (Hsp70) 71608 31 47.8723
LmjF.27.2400 Proteina heat shock DNAJ 43573 7 26.0101

proteina 1 relacionada a proteina
LmjF.30.2460 heat shock 70 mitocondrial 68905 13 23.622
(Hsp70.1)
LmjF.33.0355| Proteina heat shock 83 (Hsp83) 80484 20 30.0999
LmjF.28.1200| Proteina regulada por glucosa 78 71896 11 23.7082
LmjF.36.5010 Proteina 40S ribosomal SA 27482 5 20.3252
LmjF.36.1430| ' octor 1P de elongacion de la 23286 2 10.9005

traduccion.

Tabla 4. Proteinas identificadas en la espectrometria de masas.
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6. Discusion

Los tripanosomatidos son un grupo de protozoos que representan un problema de salud
para el ser humano en zonas tropicales y subtropicales del planeta, pues producen
enfermedades graves que pueden ser mortales, como la leishmaniasis o la enfermedad de
Chagas, las cuales han sido catalogadas dentro de las enfermedades tropicales
desatendidas. Los estudios moleculares de procesos cardinales como la replicacién, la
transcripcion y la traduccién ayudardn a obtener un mejor conocimiento de la biologia
basica de estos organismos, lo cual es necesario para desarrollar estrategias de control de
estos pardsitos y sus vectores a mediano y largo plazo. En todos los seres vivos, la
transcripcion es realizada por las RNA Polimerasas, enzimas especializadas en la lectura
del DNA para generar moléculas de RNA. Las bacterias y las arqueas solo tienen una RNA
Pol, mientras que los eucariontes tienen distintos tipos de RNA polimerasas, cada una

responsable de la sintesis de un conjunto distinto de RNAs.

La RNA Pol Il cumple un papel fundamental en el desarrollo celular de los eucariontes. Se
encarga de la transcripcién de genes que generalmente codifican para RNAs estructurales
gue son esenciales para la viabilidad celular, tales como los tRNAs, 55 rRNAs, U6 snRNA,

snRNP, 7SL RNA, entre otros.

Para que se dé el inicio de la transcripcién es indispensable tener condiciones necesarias
para la formacion del PIC. Los factores de transcripcion son aquellas moléculas que
regulan el nivel de transcripcién a través de la unién directa al DNA y que generaran las
condiciones dptimas para la unién de la RNA Pol al DNA para que inicie la transcripcion de

un gen.

TFIIIC es un factor de transcripcién de la RNA Pol Il que ha sido estudiado ampliamente en
levadura y humano. Sin embargo, no se ha descrito su presencia en tripanosomatidos, por
lo que en este estudio se hizo un analisis molecular de Tau95, una subunidad de TFIIIC, en

L. major.
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El andlisis in silico de la secuencia de LmTau95 demostro que existe poca similitud con sus
ortdlogos en levaduras y vertebrados, lo que sugiere que es una proteina poco conservada
a lo largo de la escala evolutiva (Figura 16). Aun entre organismos relacionados como S.
pombe y S. cerevisiae existe una identidad de sélo 23.4% entre los ortélogos de Tau95.
Una excepcidn la constituye Tau95 de vertebrados, pues se presenta una identidad de
85.3% entre humano y ratén (Tabla 2). Asimismo, entre diferentes especies de Leishmania
se observa una alta conservacion en la secuencia de Tau95 (Figura 21 y Tabla 3). En Tau95
de S. pombe, se han descrito dos dominios conservados: el dominio de dimerizacién en el
N-terminal y el dominio de unidon a DNA en el C-terminal. A su vez, el dominio de unién a
DNA se divide en dos subdominios: hélice alada y WHI. La regidn mds conservada de
Tau95 es el dominio de unidn a DNA. Topolégicamente, el motivo de hélice alada es una
estructura compacta formada por tres a-hélices y tres cadenas B, dispuestas en el orden
al-Bl-a2-a3-B2-B3 (Gajiwala y Burley, 2000). Se pueden encontrar algunas estructuras
especificas antes de la hélice al (como la hélice a0) o entre las hélices a2 y a3. El motivo
hélice alada esta presente tanto en procariontes como en eucariontes, y se encuentra en
proteinas que participan en diferentes procesos celulares, desde la regulacién de la
transcripcion hasta el procesamiento del RNA. Principalmente se ha descrito como un
dominio de unidon a DNA, y recientemente, ha demostrado estar involucrado en la
apertura del DNA. Se cree también que el motivo hélice alada es uno de los dominios mas
antiguos relacionados con la transcripcion, y como tal estda ampliamente representado en
multiples factores de transcripcién (Gajiwala y Burley, 2000; Teichmann et al., 2012). En
este estudio, se predijo la estructura secundaria de LmTau95 y se realizd un modelo
tridimensional que sugiere una conformacién similar a la reportada en S. pombe. El
dominio de hélice alada conserva la estructura en ambos modelos, siendo la regidon mas
conservada en comparacion del resto de la proteina (Figuras 17 y 19), lo que podria
indicar una funcidn similar a la que se le ha otorgado a este tipo de dominios en otros

organismos.

El andlisis in silico reveld también que el extremo C-terminal de LmTau95 puede tener una

funcién importante, ya que presenta una regién rica en aminoacidos acidos (Figura 16),
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gue ya ha sido reportada antes en S. pombe (Taylor et al., 2013b), y que puede conferir
una actividad autoinhibitoria de la unidon del complejo Tau95/Tau55 al DNA,
incrementando asi la especificidad de reconocimiento del DNA, previniendo uniones no

especificas.

En 1990, Bartholomew et al. demostraron por primera vez que Tau95 se une a la Caja Aen
genes de SUP4 tRNA en S. cerevisiae. Posteriormente se han realizado diversos
experimentos, para determinar el papel que ocupa dentro del factor de transcripcién
TFIIC. Manaud et al. (1998) reportaron que Tau95 interactia con Tau55 en S. cerevisiae.
Realizaron ensayos de doble hibrido para estudiar las interacciones de Tau55 con los
demas componentes del sistema de Pol Ill, y determinaron que el extremo C-terminal de
Tau55 es esencial para la interaccion con Tau95. Recientemente, Taylor et al. (2013b)
obtuvieron el cristal del heterodimero Tau55/Tau95 en S. pombe, donde se demuestra la
union de estas dos subunidades. Este complejo se parece mucho al heterodimero
reportado para dos subunidades del factor de transcripciéon TFIIF, Rap30/Rap74. De
manera interesante, estas dos subunidades se unen mediante una configuracion de barril
triple 3, que en conjunto se compone de 16 B-plegadas y 4 a-hélices, al igual que

Tau95/Tau55 (Gaiser et al., 2000).

Ademas de LmTau95, ninguna otra subunidad de TFIIIC ha sido identificada en L. major.
De manera interesante, una de las proteinas reportadas en nuestros experimentos de
purificaciéon por afinidad en tdndem es LmjF.27.0990 (Tabla 4), un probable ortélogo de
Tau55 en L. major (LmTau55). La comparacién de la secuencia de LmTau55 con SpTau55
(Figura 33) mostré una identidad del 22.15% entre ambas secuencias. A nivel de
estructura secundaria se pudo predecir que ambas proteinas comparte tres B-plegadas en
una region conservada del extremo C-terminal, conocida como motivo nuclear (core
motif) (Dumay-Odelot et al., 2007). Ademas, esta region de 34 aminoacidos (del 35-68) en
S. pombe es la que mas residuos comparte con L. major, y en general conserva parte de la

estructura secundaria reportada por Taylor et al. (2013b) para S. pombe. Asi, es probable
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gue en L. major, como en otras especies, Tau95 y Tau55 formen un heterodimero que

participe activamente en el inicio de la transcripcion de la RNA Pol Ill.

LmTaub55 (64)LVRFPCFDFFRHVRVCERTRDLQPATSDDAAKASASLASALSDTTFR PVTST 120
SpTaub55 W  ———--— oo SLETD 11

LmTau55 —HETADVA ————————— IAPEAAVFIPGTI IAIRLLLNGGTPHEI IRE ITEVTI 170
D M F

SpTaub5 VDRVENIVEFQFONSSLDIOSSDDESHs IFHPTIV---RIGG WHOPTIE 65

LmTaub55 %S TNRAVVH BAKTA®IAVSPAAWPIENTSPIMS—————— DAAKSJRELARAAAESE (64) 280
SpTaub5 I PSVNDSEMSR--DELVLCKR EQIRLVPKNPSPSSSTHRETOG-—————— EP(6) 120

Fig. 33. Comparaciéon de secuencias de aminoacidos entre Tau55 de L. major (LmTau55) y S. pombe
(SpTau55). Lo residuos conservados y semiconservados se encuentran sombreados en negro y gris,
respectivamente. La regidn sombreada en amarillo (residuos 35-68) corresponde al motivo nuclear. Se
ilustran las B-plegadas predichas para LmTau55 en color azul y en color verde las reportadas para SpTau55.

Ademas de Tau95 y Tau55, el dominio TauA de TFIIIC estd formado por Taul31, que es la
subunidad mas grande de TauA. Estudios en levadura han demostrado que Taul3l
contiene repetidos de tetratricopéptidos (TPRs) y que participa en el reclutamiento de
TFIIIB, por lo que tiene un papel importante en el ensamble del complejo de preiniciacién
de la transcripcién. Se considera una subunidad bastante flexible, pues se extiende desde
la Caja A hasta el sitio de uniéon de TFIIIB y presenta cambios conformacionales
importantes durante el ensamble de TFIIIB sobre el DNA (Dumay-Odelot et al., 2002). En
2015, Male et al. obtuvieron el cristal de Taul31 de los residuos 123-566 de S. cerevisiae
donde se confirmé la existencia de 10 TPRs, ademas se predijeron otros nueve en el
extremo C-terminal. Esta serie de repetidos ha sido definida como una plataforma de
acoplamiento, ya que serd esta regidn en donde se llevaran a cabo diferentes
interacciones con Brfl, que a su vez provee los sitios de unién para TBP y finalmente para
Bdpl, el cual ademds compite por sitios de uniéon con Taul38 de TauB. También
encontraron una unién de los TPRs predichos en el extremo C-terminal de Taul31 con

Tau95. Jourdain et al. (2002) sugirieron que Tau95 puede participar en la interconexién
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entre TauA y TauB, ademas puede tener influencia en el posicionamiento de la subunidad

Taul3l.

Otra proteina identificada en el ensayo de purificaciéon por afinidad en tadndem es
LmjF.12.0560 (Tabla 4), la cual parece ser el ortélogo de Taul31 en L. major (LmTaul31).
La comparacion de secuencia entre LmTaul31 y el ortélogo de Taul3l en S. cerevisiae
mostré un porcentaje de identidad de 20.68%. Este analisis revelé que la region N-
terminal se conserva en L. major, ya que el arreglo de las a-hélices es muy similar al
reportado para S. cerevisiae (Figura 34). Se ilustré el arreglo de los TPRs encontrados en el
cristal S. cerevisiae y los predichos para L. major utilizando la herramienta TPRpred
(Zimmermann et al., 2018). Se lograron predecir 12 TPRs en L. major, los cuales se
encuentran alineados con los de S. cerevisiae (Figura 34). Aunque hay dos TPRs predichos
adicionales en L. major, la estructura general se conserva, por lo cual, es probable que la
funcién de LmTaul31 dentro del complejo de transcripcién sea muy similar a la de sus
ortdlogos en levadura y otras especies. La unidad candnica de los motivos TPR adopta una
conformacion de hélice-giro-hélice, formada por dos a-hélices antiparalelas (Zeytuni y
Zarivach, 2012). En concordancia, la prediccién aqui reportada sugiere la presencia de dos

a-hélices en la mayoria de los TPRs en LmTaul131 (Figura 34).

Los ensayos de purificacion por afinidad en tandem sugirieron también la unién de
LmTau95 a la proteina 40S ribosomal SA vy al factor de elongacién 1B (Tabla 4). Es de
esperar que proteinas ribosomales (PR) sean encontradas en los ribosomas. Sin embargo,
no estan limitadas a éstos, pues se ha reportado en diversos organismos que las PR
pueden cumplir con diferentes funciones extraribosomales, incluyendo la regulaciéon de la
transcripcion. Brogna et al. en 2002 hallaron mediante inmunotincién e hibridacion in situ
alrededor de 20 PR y dos factores de traduccién en promotores de RNA Pol Il en D.
melanogaster. También, De et al. en 2011 reportaron la unién de tres PRs en genes de
tRNAs en S. pombe, y que esta asociacion puede no solo deberse pasivamente a su
afinidad electrostdtica, sino que aparentemente estan involucradas en la biogénesis de
tRNAs. Asimismo, se ha visto que algunas proteinas ribosomales co-purifican con
complejos transcripcionales de Pol Il y que interactian con genes de tRNA y 5S rRNA,
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aungue no se ha determinado con precision el rol que cumplen (Dieci et al., 2009). De esta
manera, la presencia de la proteina 40S ribosomal SA y el factor de elongacion 1B en los
complejos de LmTau95 sugiere su participacion en la transcripcion de la RNA Pol lll en L.

major.

Una familia grande de proteinas muy conservadas es la de las proteinas de plegamiento o
chaperonas moleculares. Estas ayudan a otras proteinas nacientes a alcanzar su pliegue
final, proteger subunidades del choque térmico durante el ensamblaje de los complejos,
evitar la agregacidn de proteinas o mediar el despliegue especifico. Su mayor expresién en
respuesta al estrés es un factor clave en la salud de la célula. Las chaperonas son
maquinas moleculares que operan en una amplia gama de sustratos. Son cruciales para
mitigar los efectos nocivos del plegamiento y agregacion de proteinas que, por
mecanismos inciertos, pueden causar la muerte celular (Saibil, 2013). Dentro de este
grupo se encuentran las proteinas heat shock. En este estudio se encontraron al menos
cinco diferentes proteinas de este grupo (Tabla 4), que debido a su alta abundancia en la
célula podrian asociarse inespecificamente al complejo de proteinas de LmTau95 y co-
purificar con éste. Sin embargo, no podemos descartar su participacién en la transcripcion

de la RNA Pol Ill.

Otras proteinas muy abundantes en la célula que se encuentran muy conservadas desde
bacterias hasta humano son las tubulinas. Estas proteinas son una parte esencial del
citoesqueleto y forman la estructura interna de cilios y flagelos. Al ser proteinas tan
abundantes en la célula, es frecuente su copurificaciéon con diversos complejos proteicos
(Casimeris, 2015). Asi, consideramos que la a-tubulina y la B-tubulina identificadas en
nuestros experimentos no interaccionan in vivo con LmTau95, sino que son proteinas
contaminantes. Trabajos futuros permitirdn confirmar o descartar la interaccion entre

LmTau95 y las proteinas identificadas en este trabajo.
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Fig. 34. Anadlisis de secuencia de aminoacidos de Taul31l entre L. major (Lm) y S. cerevisiae (Sc). Los aminodcidos conservados y
semiconservados se encuentran sombreados en negro y gris, respectivamente. En la parte superior del alineamiento se ilustran como
rectangulos redondeados y flechas las a-hélices y B-plegadas predichas para L. major y en la parte inferior las reportadas para S.

cerevisiae. También se sefialan mediante barras de distinto color los TPRs confirmados para S. cerevisiae y los predichos para L. major.

Los numeros entre paréntesis, al inicio y al final de las secuencias, corresponden a aminoacidos omitidos.

71



7. Logrosy conclusiones

LmTau95 presenta los dominios conservados en los ortélogos de otras especies:
el dominio de dimerizacion, el dominio de unidon a DNA y una regién rica en
aminoacidos acidos.

La estructura tridimensional predicha de LmTau95 es muy similar a la reportada
para Tau95 de S. pombe. La mas alta conservacion se observé en el motivo de
hélice alada en el dominio de unién a DNA.

Se obtuvieron lineas celulares que expresan a la proteina LmTau95 fusionada a la
etiqueta PTP.

Ensayos de purificacién por afinidad en tandem, usando como blanco a LmTau55,
permitieron la identificacion de las subunidades Tau55 y Taul31 de TFIIIC. Esto
indica que en L. major si estd presente el subcomplejo TauA.

Se identificaron otras proteinas que presumiblemente se asocian con LmTau95.
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