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Resumen

La tripanosomiasis americana, o enfermedad de Chagas es un problema de salud
publica importante en las poblaciones rurales pobres de América latina, en donde 16-18 millones
de personas sufren de esta enfermedad, y 90 millones estan en riesgo de infeccién. A diferencia
de los eucariotas superiores, en estos organismos los genes transcriptos por la ARN polimerasa
Il se encuentran organizados en largos policistrones que son transcriptos de modo continuo y
casi constitutivo, a partir de promotores que no han sido aun claramente definidos. Este trabajo
se sostiene sobre la hipotesis de que los dinucleotidos repetidos (TG/CA)n son elementos de
secuencia vinculados a este proceso, o a las siguientes etapas de la expresion génica. Esto se
basa en el hecho de que estas secuencias son muy abundantes y estan asimétricamente
distribuidas en las regiones intergénicas de los genes de T. cruzi y que existen proteinas
nucleares que las reconocen especificamente.

El objetivo fundamental de este trabajo fue determinar si los repetidos (TG/CA)n y las
proteinas asociadas a ellos intervienen en la expresion de los genes de T. cruzi.

Se plantearon para ello dos aproximaciones diferentes. La primera fue el estudio de los
repetidos como elementos en cis. Por analisis bioinformatico comparativo de los genomas de
Trypanosoma brucei, Leishmania major y Trypanosoma cruzi (Tritryps) se confirmo la
distribucion de dinucledtidos previamente reportada por nuestro grupo y se amplié el estudio. Se
destaca el hecho de que los dinucleétidos (TG/CA)n son los mas largos y presentan asimetria
de hebra, estando la secuencia (TG)n mas representada en la hebra codificante y especialmente
en las regiones cercanas a los genes. Por otro lado se estudié el efecto de los repetidos
(TG/CA)Nn sobre la expresion episomal de genes reporteros transcriptos por la ARN polimerasa
Il. Se determindé que los dinucledtidos (TG)n y (CA)n en la hebra codificante producen un
incremento de la expresion del gen reportero cuando se ubican en las regiones UTRs que tiene
un valor de 1,5-3 y de 20-30 veces respectivamente.

La segunda aproximacion se dirigid al aislamiento de los factores en trans, es decir, las
proteinas que interaccionan con estas secuencias in vivo. Aislamos y caracterizamos
parcialmente una proteina que se une especificamente a los repetidos (TG)n en hebra simple,
denominada Tc38. Encontramos que esta proteina carece de motivos conservados y es
exclusiva del grupo de los tripanosomatidos. Se expresa constitutivamente y se encuentra
preferentemente asociada con el kDNA. Su distribucion subcelular sugiere que podria intervenir
en el mantenimiento y/o replicacién del ADN mitocondrial. Asimismo identificamos otras
proteinas de unién a este repetido y a su complementario (CA)n.

Los resultados obtenidos muestran que los repetidos analizados no sélo presentan un
patrén especifico de distribucién en los genomas de los kinetoplastideos analizados sino que
son capaces de modular la expresion génica en T. cruzi, en acuerdo con la hipétesis planteada
al inicio de este trabajo. La determinacién del nivel de regulacion afectado por estos repetidos,
asi como la purificacion y caracterizacién de las otras proteinas identificadas en este trabajo
permitiran continuar avanzando en la comprension del papel de estas secuencias.
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Introduccién

1.1 Laenfermedad de Chagas

Trypanosoma cruzi es el protozoario parasito causante de la enfermedad de Chagas
(Chagas, 1909). Esta enfermedad constituye actualmente un importante problema para la
poblacién americana, donde se estima que hay 17 millones de personas infectadas en 21 paises
de América Latina, con 45.000 fallecimientos y 400.000 casos de enfermedades cardiacas y
estomacales por afio y 90 millones de personas con riesgo de contagio (WHO, 2002).

El curso de la infeccion puede clasificarse en tres etapas: aguda, indeterminada y
cronica; esta ultima etapa ocurre varios afos después de la infeccion inicial. En humanos, la
fase aguda comprende entre los 2 y los 6 primeros meses de infeccion. Se caracteriza por una
sintomatologia de intensidad y duracion variables con parasitemias de mayor magnitud que en
las fases cronicas (Tyler, 2003). En el sitio de infeccion se desarrolla una reaccion inflamatoria
localizada. A menudo se desarrolla un nédulo conocido como “chagoma” del cual se pueden
aspirar parasitos. Si la infeccion se localiza en el ojo, se desarrolla una lesién local conocida
como “signo de Romanha”. Los parasitos aparecen en la sangre aproximadamente 10 dias mas
tarde. Esta fase aguda ocurre con sintomas evidentes usualmente en nifilos menores de 10 afios
mientras que en los adultos, los sintomas son generalmente leves o inexistentes. En los nifos,
los sintomas aparecen a las 2-3 semanas luego de la infeccion y se caracterizan por altas
fiebres, agrandamiento de higado y pancreas, dolores musculares y miocarditis aguda. En casi
el 10% de los casos, la infeccion aguda puede ser letal en unas pocas semanas o meses, de lo
contrario, los sintomas desaparecen y los parasitos quedan latentes dentro de las células

musculares. En la etapa intermedia, que puede durar varios afios, no hay sintomas. Tampoco

hay parasitos en el torrente sanguineo, pero si estan presentes los anticuerpos (IgG) contra T.
cruzi. Aproximadamente el 10-30% de los individuos progresan hacia la fase crénica donde hay
muy bajos niveles de parasitos en la sangre, el resto de los infectados, o bien mueren en la fase
aguda, o permanecen en la etapa intermedia de la enfermedad. Los efectos adversos de la
enfermedad crénica incluyen el aumento de tamafo y funcién aberrante del corazon, esofago e
intestino grueso. El corazon aumenta hasta 3 veces su tamafno normal. Los electrocardiogramas
(ECG) muestran anomalias tipicas tales como arritmias que pueden usarse como diagndstico de
la enfermedad de Chagas. Las arritmias ventriculares pueden llevar al enfermo a una muerte
subita. Las paredes del corazon pueden volverse muy finas lo cual puede desembocar en una
aneurisma. En algunos pacientes ocurre una dilatacién del eséfago o del colon resultando una

megaenfermedad con efectos severos en la digestion.

1.2 Biologiacelular de T. cruzi:  Generalidades.
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Introduccién

T. cruzi es un protozoario flagelado, pertenece a la Clase: Zoomastigophora, Orden:
Kinetoplastidiae, Familia:  Trypanosomatidae, @ Género:  Trypanosoma, Subgénero:
Schizotrypanum. Su ciclo de vida transcurre entre dos huéspedes: uno invertebrado, el insecto
triatomino o vinchuca (Triatoma infestans y Triatoma rubrovaria en nuestro pais), y otro
vertebrado (huésped mamifero). Durante su ciclo de vida el parasito presenta cuatro formas o
estadios principales, relacionados con sus distintos entornos (Tyler,Engman, 2001). Los
tripomastigotas metaciclicos se desarrollan en la ampolla rectal del insecto triatomino e inician
la infeccion en una vasta variedad de especies animales, incluyendo al hombre. En el citoplasma
de la célula huésped infectada (fagocitica mononuclear, muscular, nerviosa hepatica, renal,
etc.), los tripomastigotas se convierten en formas no flageladas, amastigotas replicativos.
Luego de muiltiples rondas de fision binaria, se diferencian en tripomastigotas flagelados que
escapan de la célula huésped y circulan en el torrente sanguineo. Estos tripomastigotas
sanguineos pueden invadir otras células del huésped. Cuando un insecto vector se alimenta de
la sangre de un mamifero infectado el parasito se diferencia a la forma epimastigotas

replicativos, en la luz del intestino del insecto.

Los tripomastigotas sanguineos, estan expuestos a las moléculas efectoras del sistema

inmune del huésped, incluyendo anticuerpos especificos. A diferencia de los tripanosomatidos
africanos (T. brucei), los tripomastigotas de T. cruzi no poseen el mecanismo de variacion
antigénica, sino que expresan en su superficie multiples miembros de una gran familia de

moléculas, las mas caracterizadas son las mucinas (Buscaglia et al., 2006), MASPs (El-Sayed et
12



Introduccién

al., 2005a), gp63s (Yao et al., 2003) y las trans-sialidasas (Rubin-de-Celis et al., 2006). Si bien
los tripomastigotas metaciclicos y los sanguineos son casi indistinguibles morfolégicamente,
existen diferencias a nivel de su biologia molecular.

Los amastigotas, son intracelulares, de forma oval o redondeada, no tienen flagelo
protuberante y van de 1,5 a 5 micrones de largo. Estudios realizados con amastigotas obtenidos
de diferentes fuentes han mostrado que también son infectivos para las células de vertebrados
(de Carvalho, de Souza, 1986) (Mortara et al., 2005).

Los epimastigotas tienen un flagelo anclado cerca del centro del cuerpo del parasito. El
kinetoplasto se ubica anterior al nucleo y tiene forma de disco. En principio miden de 10 a 20
micrones de largo, pero crecen otros 10 micrones a medida que viajan por en el intestino del
insecto donde se transforman en tripomastigotas metaciclicos.

Los flagelados aparecieron en la tierra hace aproximadamente 1.5 billones de afios
(Woese et al., 1990), y tal vez como resultado de esta distancia filogenética T. cruzi presenta
caracteristicas bioldgicas excepcionales que lo diferencian del resto de los eucariotas superiores
(Smith, 1996).

Entre estas propiedades se destaca la presencia de una Unica gran mitocondria que
contiene hasta el 25% del ADN celular total y que se extiende a lo largo del cuerpo celular del
parasito. En la matriz mitocondrial, se encuentra un complejo entramado de fibras de ADN que
forma una estructura conocida como kinetoplasto. La superficie celular de los tripanosomatidos
puede considerarse como compuesta por dos componentes: la membrana plasmatica y una
capa formada por los microtibulos subpeliculares (Vedrenne et al., 2002). Aunque es bien
sabido que en la mayoria de las células eucariotas los microtubulos y los microfilamentos se
asocian con la membrana plasmatica, en ningun otro tipo celular se ha visto una asociacion tan
fuerte como en los tripanosomatidos. En estos organismos se observa que estos dos
componentes de la superficie celular permanecen asociados aun después de la lisis celular y el
aislamiento de la fraccion enriquecida en membranas.

Todos los miembros de la familia Trypanosomatidae tienen un flagelo que emerge de
una invaginacion llamada el bolsillo flagelar (revisado en (Webster,Russell, 1993)). Existe
evidencia de que el bolsillo flagelar es una region altamente especializada en la superficie de los
tripanosomatidos (Rocha et al., 2006). Apoya esta afirmacion el hecho de que es la Unica region
en la cual no estan presentes los microtubulos subpeliculares. Por otro lado, existen evidencias
citoquimicas y morfolégicas que indican que es en el bolsillo flagelar donde tienen lugar una
intensa actividad endocitica y exocitica (De Souza, 2002).

El nicleo de T. cruzi y otros tripanosomatidos tiene una organizacién estructural que
parece ser similar a la descrita para otras células eucariotas (Elias et al., 2006). En
tripomastigotas, el nucleo es alargado y se localiza en la porcién central de la célula. En

amastigotas y epimastigotas el mismo tiene forma redondeada. Tiene una membrana nuclear
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Introduccién

tipica provista de poros. Los cromosomas son dificiles de distinguir ya que durante el ciclo

celular la cromatina no se condensa (De Souza, Meyer, 1974).

1.3 Biologia Molecular de T. cruzi: Peculiaridades.

Los parasitos de la familia Trypanosomatidae presentan varias caracteristicas
divergentes respecto a las bien establecidas para la mayoria de los eucariotas. Algunas de ellas,
los acercan a los procariotas, mientras que otras son probablemente adquisiciones posteriores a
la separacion del grupo. En este apartado sélo mencionaremos brevemente estos aspectos
distintivos de la biologia molecular de los kinetoplastideos, y luego nos detendremos en los
procesos que atafien mas directamente a la tematica de esta Tesis.

Entre las particularidades que los diferencian de los eucariotas superiores se incluye la
transcripcion policistronica que da lugar a ARNs transcriptos primarios que incluyen varios
genes en una misma molécula precursora. De esta etapa hablaremos mas detalladamente en la
seccion siguiente.

Estos ARNs policistrénicos son procesados por un mecanismo intermolecular llamado
trans-splicing que fue descrito por primera vez en los tripanosomatidos (revisado en (Liang et al.,
2003)). El trans-splicing es un proceso peculiar que resulta esencial para la maduracién de los
ARN mensajeros transcriptos primarios. En dicho proceso se agrega una secuencia de ARN
(spliced leader (SL) o miniexén) de 39 nucleodtidos al extremo 5°, en una posicion ubicada unos
nucleotidos antes del sitio de inicio de un marco abierto de lectura (Pays et al., 1994). El proceso
de empalme del miniexdn corriente arriba del sitio de inicio de la traduccion, junto con la
poliadenilacion, convierte los ARN pre-mensajeros policistronicos en ARNm maduros traducibles
(LeBowitz et al., 1993; Matthews et al., 1994). La secuencia del miniexén proviene del extremo
5 de un ARN nuclear pequefio de 120 nt (snRNA), el ARN SL (Agabian, 1990) codificado por
200 genes repetidos. Cada repetido ARN SL individual posee su propio promotor y, de hecho,
este es el unico promotor para la ARN polimerasa Il (ARNP Il) bien definido en los
tripanosomatidos (Gilinger, Bellofatto, 2001). El miniexén se incorpora en un sitio aceptor
constituido por un dinucledtido AG corriente arriba del codon de iniciacién precedido por un
tracto de polipirimidinas cuyos requerimientos estructurales han sido detalladamente estudiados
recientemente (Siegel et al., 2005). Este fendmeno ocurre co-transcripcionalmente (Ullu et al.,
1993) y es fundamental para la traduccién correcta de los mensajeros (LeBowitz et al., 1993). La
adicion del miniexdn y la poliadenilaciéon del ARN del gen adyacente estarian coordinados vy
acoplados (LeBowitz et al., 1993). La maquinaria de trans-splicing consta de varias RNPs
(ribonucleoproteinas) que han sido bien caracterizados asi como de una maquinaria proteica
que esta siendo estudiada (Liang et al., 2006)). El lider de splicing se adiciona al pre-ARNm

cuando ya posee la estructura de caperuza (CAP), que es diferentes al CAP de los eucariotas
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superiores (Tschudi, Ullut, 2002). En tripanosomatidos esta estructura, denominada CAP 4,
consiste en una 7-metilguanosina y los cuatro primeros nucleétidos modificados por adicién de
grupos 2’0O-metilo (Bangs et al., 1992). Se postula que la existencia de un CAP “prefabricado”
permite una independencia entre el procesado y la transcripcion que permite la generacién
rapida de ARNm maduros traducibles (Li, Tschudi, 2005).

Otra caracteristica sobresaliente de los kinetoplastideos, es la ausencia casi total de
intrones en sus genes, situacion caracteristica de procariotas que se pierde en los eucariotas.
En el afio 2000, Mair et al., demostraron que los genes de la poliA polimerasa (PAP) de T. cruzi
y T. brucei estan interrumpidos por intrones, estableciendo que el mecanismo de cis-splicing
esta también presente en estos protozoarios (Mair et al., 2000).

El proceso de poliadenilacion en T. cruzi es similar al resto de los eucariotas
superiores. En el mismo participa una endonucleasa de restriccién especifica que corta el pre-
mensajero en su extremo 3’ y la enzima PAP que incorpora adenosinas a expensas de ATP. Se
han identificado y purificado proteinas de unién a la region poliA (homélogas a PABP1) en T.
cruzi (Batista et al., 1994) y T. brucei (Pitula et al., 1998). Sin embargo, a diferencia con los
eucariotas superiores, en tripanosomatidos no se ha podido describir una secuencia consenso
de poliadenilacion (Benz et al., 2005) aunque se determind que la localizacion de este proceso
esta influenciada por el trecho de polipirimidinas que interviene en el trans-splicing del ARN del
gen siguiente (Schurch et al., 1994).

La ultima caracteristica peculiar de los tripanosomatidos que mencionaremos es el hecho
de que los transcriptos mitocondriales requieren una maduracion que involucra la adicion o la
delecion, mas o menos frecuentemente, de residuos de ribonucleétidos (particularmente
uridinas) en un proceso denominado edicion o editing (Shaw et al., 1988). Este proceso, que se
ha visto ahora incluso para genes nucleares particulares en el hombre (Eisenberg et al., 2005),
resulta en cambios de la secuencia codificante del ARNm no dirigidos por el ADN molde sino por
ARN guias codificados en los tripanosomatidos en los minicirculos mitocondriales. Los
componentes moleculares asi como la mecanistica de este proceso se conocen en bastante
detalle (Simpson et al., 2003).

1.4  Transcripcion de genes nucleares en T. cruzi

La transcripcion en tripanosomatidos ha sido un proceso desafiante para su
comprension. La existencia de unidades policistrénicas (Vanhamme & Pays, 1995), sumada a la
elusividad de las ARNPs y la escasa conservacién de los elementos de los promotores
contribuyeron a enlentecer el avance en este campo. Hasta el advenimiento de los proyectos
genoma de los tripanosomatidos se habia logrado identificar sélo algunos promotores y

actividades de unién a posibles elementos de secuencia en algunos genes, entre ellos los genes
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que codifican VSG (Pham et al., 1996) (Berberof et al., 2000) (Laufer, Gunzl, 2001); PARP
(Brown, Van der Ploeg, 1994); SL (Campbell et al., 2000) (Luo et al., 1999); Hsp70 (Lee, 1996);
actina (Ben Amar et al., 1991); ARNr (Dietrich et al., 1993) (Gay et al., 1996; Mburu, Beebee,
1993) (Martinez-Calvillo, Hernandez, 1994) (Janz et al., 1994); ARNt (Bell, Barry, 1995) y ARNnp
(Tschudi, Ullut, 2002). Los datos de los proyectos genomas permitieron no sélo conocer la
organizacion de los genes en los cromosomas sino también identificar por homologia de
secuencia, para luego aislar y caracterizar a varias proteinas involucradas en la transcripcion
basal de los distintos tipos de genes.

La identidad de las ARNPs ha sido elusiva debido a las diferencias en la sensibilidad a la
a-amanitina asi como la peculiar especificidad por los genes. De hecho los genes que codifican
para las proteinas de superficie PARP y VSG de T. brucei son el Unico ejemplo conocido de
genes para proteinas transcriptos por una ARNP | (Gunzl et al., 2003). Esta enzima es también
responsable de la clasica transcripcion de los genes ribosomales. Se ha encontrado que la
estructura de ambos promotores se parece mucho a los promotores de ARN ribosomales de
eucariotas superiores y son transcriptos en compartimientos nucleares especificos: nucleolo
(Rudenko et al., 1991) y cuerpos de sitios de expresion (Navarro, Gull, 2001). Posteriormente al
clonado de la subunidad mayor de la ARNP | (Jess et al., 1989) se purificaron por tandem de
afinidad e inmunoprecipitacion varias proteinas constituyentes del complejo (Schimanski et al.,
2003) (Walgraffe et al., 2005) (Nguyen et al., 2006).

En kinetoplastideos, la ARNP Il transcribe principalmente los ARNt (Bell, Barry, 1995), el
ARN 58 (Campbell et al., 1989) y los ARNnp ricos en U (U1-U6) (Fantoni et al., 1994; Nakaar et
al., 1997). Las subunidades de esta polimerasa han sido clonadas y parcialmente caracterizadas
(Kock et al., 1988; Sepehri, Hernandez, 1997). Sus promotores blanco se asemejan a los de tipo
1y 2 conservados en los eucariotas.

La ARNP Il de los tripanosomatidos es responsable de la transcripcion de los ARN
pequenos nucleolares, del gen ARN SL y, ademas, de los genes que van a dar lugar a
proteinas. Se sabe que la subunidad grande de la ARNP Il carece de los repetidos de
heptapéptidos del dominio C terminal (Ejchel et al., 2003; Evers et al., 1989; Smith et al., 1989)
compuesto por 17 a 52 repetidos en tandem de una secuencia consenso de heptapéptidos Tyr-
Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser. Este dominio es blanco de fosforilacién y esta conservado en los
eucariotas estudiados (Corden, 1990; Young, 1991; Zehring et al., 1988). Sin embargo, a pesar
de carecer de este dominio, la subunidad grande de la ARNP Il de T. brucei se fosforila
(Chapman, Agabian, 1994).

De los estudios bioquimicos y bioinformaticos mencionados surge el concepto de que la
magquinaria de la ARNP Il de los kinetoplastideos es una versién minimalista de la de los
eucariotas superiores (Palenchar, Bellofatto, 2006), con el agregado de factores especificos de
los tripanosomatidos que revisaremos a continuacion. Si bien se han encontrado homologos a
todas las subunidades de la ARNP Il en este grupo, muchos de los factores de transcripcién
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basales parecen estar ausentes. Segun Palenchar et al., esto podria deberse a que diverjan los
suficiente como para no ser descubiertos por identidad de secuencia, o bien que diverjan tanto
que se hayan convertido en proteinas especificas del grupo, o que sencillamente hayan sido
eliminados por ser innecesarios para esta clase de transcripcion.

Estudios genéticos y bioquimicos de los elementos del promotor del gen ARN SL en

Leptomonas seymouri han llevado al aislamiento del primer factor de transcripcién (PBP-1) en

tripanosomatidos (Das, Bellofatto, 2003). De las tres subunidades del factor (57, 46, y 36kDa) la
subunidad de 57kDa es ortdloga al componente de 50kDa del complejo SNAPc (small nuclear
RNA-activating protein complex) involucrado en la transcripcion de los genes ARNnp humanos.
Utilizando como presa a estas proteinas en ensayos de interacciones proteina-proteina dos
grupos identificaron paralelamente otras subunidades del complejo SNAP-TRF4-TFIIA (Das et
al., 2005; Schimanski et al., 2005); TFIIB (Palenchar et al., 2006; Schimanski et al., 2006) y
ARNP Il (Das et al., 2006; Devaux et al., 2006). Dos afos atras se habia ya caracterizado el
factor de transcripcion relacionado a TBP (TRF4) en T. brucei y se demostré que este factor es
reclutado por el gen ARN SL transcrito por la ARNP Il, asi como también es reclutado por
unidades transcripcionales de las ARNP | y lll (Ruan et al., 2004), lo cual provee una fuerte
evidencia de que este factor tiene un rol universal en la transcripcion en tripanosomatidos. La
asociacion con la ARNP Il fue confirmada luego por los trabajos bioquimicos mencionados en el
parrafo anterior. Es importante destacar que TRF4 carece del par de residuos fenilalanina en el
extremo C-terminal que son esenciales para la unién a la caja TATA, lo que indicaria que si
reconoce los promotores de los genes para ARNm lo hace de un modo independiente al TATA
(de hecho no se observan cajas TATA en los posibles promotores analizados). Por
inmunoprecipitacion de cromatina se determind ademas que TRF4 se une a regiones 3' de
ciertos genes codificantes para proteinas (Ruan et al., 2004), evidenciando un aspecto unico de
transcripcién por la ARNP Il en estos organismos. Los autores discuten que estas regiones
puedan ser sitios en que se detiene la elongacion de la polimerasa.

En lo que refiere a los promotores para la ARNP I, el Unico promotor identificado hasta la

fecha en tripanosomatidos, es el promotor del gen ARN SL (Gilinger, Bellofatto, 2001). El mismo

ha sido caracterizado en varias especies de tripanosomatidos (Agami et al., 1994; Gunzl et al.,
1997; Huie et al., 1997; Saito et al., 1994; Yu et al., 1998) (Glodring et al., 1995). Generalmente
los promotores del gen ARN SL consisten en tres elementos cortos poco espaciados que se
localizan corriente arriba y préximos al sitio de inicio de la transcripcion. Los genes para los
ARNSL son monocistronicos y se encuentran en un numero de aproximadamente 200
ordenados en tandem.

En lo que refiere a los promotores para los genes que codifican proteinas, si bien se han

descrito algunas regiones, su capacidad para promover el inicio de la transcripciéon no es muy
clara ((Ben Amar et al., 1991) (Lee, 1996), etc). Varias regiones intergénicas resultan capaces
de promover la transcripcion en las dos hebras (Teixeira, 1998). Llamativamente, si bien estas
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regiones intergénicas son indispensables para el correcto procesamiento del mensaje, no se ha
encontrado ningun elemento promotor clasico en ellas (Tyler, 2003); (Clayton, 2002). En los
ultimos afios se han ido reportando la estructura de algunas regiones cromosémicas o
cromosomas enteros (Andersson et al, 1998) (Myler et al., 1999), (McDonagh et al.,
2000),(Tosato et al., 2001) (Worthey et al., 2003);(El-Sayed et al.,, 2003), y luego de los
genomas completos resultado del proyecto genoma de los Tritryps (El-Sayed et al., 2005b).
Todos los reportes coinciden en un curioso ordenamiento en el que un gran numero de genes se
ubica en clusters policistronicos, es decir, en la misma hebra y con la misma orientacion. La
region no transcrita entre las unidades policistrénicas (1-1.3kb) se conoce como sitio de cambio
de hebra o, en inglés, strand-switch. Estudios de run-on nuclear especifico de hebra mostraron
que la transcripcion se inicia efectivamente en estos sitios y prosigue en la direccion de los
policistrones (Martinez-Calvillo et al., 2003) (Martinez-Calvillo et al., 2004) (Monnerat et al.,
2004). En la Fig.1.1.4.1 se muestra, como ejemplo, el cromosoma 1 de L. major, que posee dos
largas unidades policistronicas ubicadas en distintas hebras que contienen 29 genes la primera
y 50 la segunda. La regién del strand-switch tiene una suave actividad promotora bidireccional.
Los autores encontraron multiples sitios de inicio en una zona de 100 pb en esa region.
Asimismo, existe una transcripcion inespecifica que debe iniciarse al azar en las dos hebras
pero en una proporcion 10 veces menor que la iniciada en el strand-switch. El analisis detallado
y comparativo de estas regiones en otros cromosomas revelé una suerte de concentracion de
elementos eucaridticos cripticos y bloques de secuencias de 10pb que podrian funcionar como
promotores. Por otro lado, estas regiones presentan caracteristicas particulares como una alta
riqueza en AT, ausencia de motivos en horquilla, perfil del GC-skew (Nilsson, Andersson, 2005)
y una fuerte curvatura intrinseca que es comun a regiones involucradas en la transcripcion
(reportada para L. major por (Tosato et al., 2001). Este hecho podria apoyar la existencia de un
promotor para la ARNP Il delante de cada unidad de transcripcion. Sin embargo se pudo
demostrar que esta regidbn no se requeria para la correcta expresion de los genes de esas

unidades de transcripcion (Dubessay et al., 2002).
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Mientras que en la mayoria de los procariotas, los genes con funciones relacionadas se
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agrupan en unidades de transcripcidn policistrénica facilitando la co-regulacion, en
tripanosomatidos las unidades policistrénicas son mucho mayores que los operones bacterianos
y contiene genes con funciones aparentemente no relacionadas (Myler et al., 2000). A pesar de
su transcripcién primaria comun, los genes individuales que pertenecen a la misma unidad de
transcripcion policistronica muestran diferentes patrones de expresion estadio especifico
(Vanhamme, Pays, 1995). Estas observaciones aunadas al hecho de no haberse identificado
regiones promotoras de la transcripcion, han llevado a la hipétesis de que la regulacién de la
expresion génica en los tripanosomatidos se da, a diferencia de la mayoria de los eucariotas

superiores, basicamente a nivel post-transcripcional.
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1.5 Post-transcripcion de genes nucleares en T. cruzi

Dada la existencia de una transcripcion casi constitutiva para los genes de ARNm, los
tripanosomatidos deben poseer una basta riqueza de mecanismos de regulacion post-
transcripcional. A partir de los largos transcriptos primarios policistronicos es posible modular la
expresion a nivel de la maduracion, estabilidad y traduccion de los ARNm. En los ultimos afios
han comenzado a comprenderse mejor estos procesos, y se sabe que la maquinaria
responsable de la maduracién se une a sitios ubicados en las regiones intergénicas de los
transcriptos primarios, procesando estas regiones en tanto son sintetizadas (LeBowitz et al.,
1993). Por lo tanto, no es sorprendente que las regiones no traducidas, UTRs, que flanquean los
genes constituyan sitios claves en la modulacion de la abundancia de los ARNm (Aly et al.,
1994; Boucher et al., 2002; D'Orso, Frasch, 2001b; Norton, 1994; Nozaki, Cross, 1995). El
procesamiento basal que implica la adicion por trans-splicing del SL con caperuza y la
poliadenilacion fueron sucintamente discutidos en el apartado 1.3. La eficiencia del
procesamiento de un ARNm podria ser un punto clave de regulacion de su abundancia en
respuesta a sefales especificas (Kapotas, Bellofatto, 1993).

Uno de los blancos principales de regulacion de la expresion génica estaria a nivel de la
modulacién de la estabilidad de los ARNm. De esta forma los transcriptos son degradados
selectivamente o su vida media es estabilizada en los diferentes estadios del parasito (Furger et
al., 1997). Esta estabilizacion de los mensajeros ocurriria preferentemente en el nicleo antes de
su procesamiento o posteriormente a la maduracion de los premensajeros (Hotz et al., 1997).
Numerosos estudios han llevado a la identificacién de elementos regulatorios en cis capaces de
alterar la vida media de los ARNm maduros, y es claro que la mayoria de ellos se localizan en
las regiones 3’ no traducidas (3’ UTR) (Coughlin et al., 2000; Hotz et al., 1997; Teixeira, 1998) si
bien también se han observado en el extremo 5 (Mahmood et al., 1999; Mahmood et al., 2001)
y en la misma secuencia codificante (Clayton, 2002). A diferencia de los elementos regulatorios
en el ADN, estas sefales en cis pueden ser de mayor tamafio y menos conservadas (D'Orso,
Frasch, 2001a). Las mismas no soélo pueden ser a nivel de secuencia sino también de estructura
secundaria, un ejemplo es el loop de 16 bases localizado en la regiéon 3’'UTR de los ARNm de la
prociclina de T. brucei que confieren estabilidad a los ARNm y mejoran la eficiencia de la
traduccion (Furger et al., 1997). Los transcriptos de T. cruzi, tales como los correspondientes a
las proteinas de superficie FL-160 (Weston et al., 1999), amastina (Coughlin et al., 2000), GP72,
y GP85 (Nozaki, Cross, 1995), también contienen secuencias regulatorias que modulan la
estabilidad de los mensajeros. Se han encontrado secuencias ricas en nucleodtidos AU similares
a los motivos ARE de eucariotas superiores que modulan la estabilidad de los ARNm en las
regiones 3'UTR de los transcriptos tanto en T. cruzi, (Di Noia et al., 2000; D'Orso, Frasch,
2001a; Milone et al., 2002; Nozaki, Cross, 1995) como en T. brucei (Quijada et al., 2002). En T.

brucei se han estudiado transcriptos con regiones 3'UTR reguladoras; tal es el caso de los

20



Introduccién

mensajeros que codifican para las proteinas de superficie de formas prociclicas, EP1, EP2, EP3
y GPEET (Drozdz, Clayton, 1999). La regién 3’UTR de los ARNm de EP/GPEET contienen
secuencias especificas que contribuyen a la estabilidad diferencial de cada ARNm a medida que
el parasito migra a través del tracto digestivo del insecto vector (Vassella et al., 2000). En
Leishmania se ha identificado una familia génica que codifica para proteinas de superficie
relacionadas con las amastinas de T. cruzi (Teixeira et al., 1994) y se ha demostrado que se
requiere la region 3'UTR del ARNm de la amastina para aumentar la acumulacion de
mensajeros en amastigotas (Wu et al., 2000). Se han también descrito elementos ricos en G
(GREs) en las regiones 3'UTR de los genes SMUG que no presentan identidad con ningun
elemento conocido y confieren estabilidad del ARNm en el ciclo de vida de T. cruzi (D'Orso,
Frasch, 2001a). Ademas se ha identificado una region de 450 nucleétidos en el 3’'UTR de dicho
mensajero que confiere regulacion estadio especifica a través de un mecanismo que aumenta la
traduccion sin aumentar la estabilidad de los ARNm. Esta secuencia estd muy conservada en
los 3’'UTR de varios mensajeros de L. major (Boucher et al., 2002). Por ultimo, recientemente se
ha encontrado un tipo de sefial en el 3'UTR que contribuye a la expresion del complejo multi-
enzimatico de la citocromo oxidasa regulado en el desarrollo (Mayho et al., 2006). En particular
uno de los genes presenta un elemento similar al 26mer (UAUUUUUU a nivel del ARN)
identificado antes en los genes de superficie de las formas prociclicas. Analisis bioinformaticos
revelaron que este motivo esta especialmente representado en la region 3'UTR de los genes
expresados preferentemente en este estadio. Los autores demuestran que la regulacion
mediada por estos elementos ocurre tanto a nivel de la estabilidad de los ARNm como de su
traducibilidad.

Se han purificado y caracterizado varias proteinas de unién al ARN que intervienen en la
modulacioén de su abundancia, muchas de las cuales han sido revisadas en D'Orso et al (D'Orso
et al., 2003). Algunas de ellas (TcUBP1-6) se unen especificamente a motivos reguladores 3°
descritos arriba modulando la estabilidad de los ARNm.

El siguiente paso en la determinacion de la abundancia de los ARNm es su degradacion.
La destruccion de los ARNm in vivo comienza con la degradacion del extremo 3'UTR, y continta
por la degradacion en direccién 5' --> 3' y 3' --> 5'. En los tripanosomatidos se han descrito
varias proteinas involucradas en este proceso, entre ellas un exosoma similar al de los
eucariotas conocidos que interviene en el inicio de la degradacion de ARNm muy inestables que
contienen elementos de tipo ARE (Haile et al., 2007; Haile et al., 2003).

La variacion en la estabilidad de los ARNm no es suficiente para justificar los niveles de
variaciéon de las proteinas para muchos genes (Saas et al., 2000). Debe entonces existir
posteriormente una intensa regulacion de la expresion. En estudios realizados sobre una familia
de proteinas de unién a quitinas (Dallagiovanna et al., 2001) y en un gen especifico del proceso
de metaciclogénesis (Avila et al., 2001) se ha observado que la expresion estadio especifica de
estas proteinas es regulada por movilizacién polisomal (transporte de los mensajeros a la
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fraccion polisomal, reconocimiento de los mismos por la subunidad ribosomal y el ensamblaje de
los ribosomas para formar el complejo polisomal). La regulaciéon de este proceso estaria dada a
nivel de la formacion del complejo de iniciacion de la traduccion y del paso subsiguiente de
elongacién (McCarthy, 1998). Este mecanismo de regulacién coexiste con el antes mencionado
ya que paralelamente algunos genes estan siendo regulados a través de la estabilizacién de los
mensajeros (Avila et al., 2001).

Existen ademas mecanismos traduccionales que controlan los patrones de expresion
apropiados de un gran numero de genes. Si bien no se ha estudiado en profundidad la
magquinaria traduccional de los tripanosomatidos, se han identificado en L major homodlogos
funcionales de algunos factores traduccionales que interactian con el CAP (Dhalia et al., 2006;
Dhalia et al., 2005) lo que apunta a que estos organismos comparten la bateria proteica
traduccional con eucariotas superiores. Se han descrito miembros de la familia de moduladores
traduccionales denominada Pumilio (Puf), en T. brucei y T. cruzi (Caro et al., 2006;
Dallagiovanna et al., 2005; Hoek et al., 2002; Luu et al., 2006). El homdélogo de TbPuf1, llamado
TcPuf6é ha sido clonado y parcialmente caracterizado por nuestro grupo (Dallagiovanna et al.,
2005). En general estos trabajos reportan que las proteinas de esta familia tienen propiedades y
actividades similares a las descritas en otros eucariotas. Si bien el primer reporte concluye que
son esenciales para T. brucei, el reciente trabajo del grupo de Clayton sugiere que por el
contrario no lo son. Su actividad parece ser redundante, sugiriendo mas bien un vinculo con el
control fino de la traducciéon. Un trabajo reciente de Dallagiovanna et al. muestra el rol una
proteina de procesado del ARNm de T. cruzi, Sof1 (Nardelli et al., 2006) en la represion
traduccional en los tripomastigotas metaciclicos. Si bien otros trabajos muestran la importancia
de la regulacion de la expresion génica a nivel de la traduccion en los tripanosomatidos (Avila et
al., 2003; Finzi et al., 2004; Gruszynski et al., 2006; Maranon et al., 2000; Salmon et al., 2001;
Webb et al., 2005) queda aun mucho por conocer.

1.6 El genoma nuclear de los tripanosomatidos

En el afio 2005 se reportaron los genomas completos de los Tritryps (Berriman et al.,
2005; El-Sayed et al., 2005a; Ivens et al., 2005), lo cual ha permitido un avance vertiginoso en la
comprension de la biologia y evolucion de estos tres organismos patdgenos.

Los genomas de T. brucei, L. major, y T. cruzi, contienen entre 25 y 55 megabases (Mb)
distribuidas en diferente numero de cromosomas y genes (Tabla 1.6.1). Se postula que el
genoma de T. brucei se origina de fusiones de un genoma ancestral mas fraccionado similar al
que persiste en los otros dos parasitos. La densidad de genes en L. major es menor que la de
los otros, siendo las regiones intergénicas del doble y el triple de tamafio respecto a T. brucei y

T. cruzi. En la tabla se integra la informacion del genoma de P. falciparum (Gardner et al., 2002),
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ya que este organismo sera utilizado como grupo externo para el analisis de la abundancia y

distribucion de los dinucledtidos en los Tritryps (Resultados y Discusion 4.1.2).

T. brucei T.cruzi L. major P. falciparum

Tamaiio (Mbp) 25* 55 33 23
Cromosomas 11* ~28 36 14

Genes 9068 T ~12000+ 8311 % 5268
Tamaiio CDS 1511 1457 1731 2283
Tamaiio IG 721 561 1431 1694
Densidad de genes 319 385 251 229
Contenido en GC 46 51 60 19

En relacion al genoma de T. cruzi en particular, es importante mencionar que la cepa CL
Brener utilizada para el proyecto genoma (Zingales et al., 1997) es un hibrido heterocigota de
dos cepas parentales en la mayoria de sus genes individuales examinados (Brisse et al., 1998).
El taxon T. cruzi contienen dos grupos bien definidos (I y Il a-e), asi como grupos adicionales
que reciben otras denominaciones (de Freitas et al., 2006). CLBrener pertenece al subgrupo lle,
y los datos de varios laboratorios indican que es un hibrido del subgrupo IIb y llc. Esto dificultd
el avance del proyecto genoma, y de hecho actualmente desconocemos el nimero exacto de
cromosomas y genes de esta cepa de T. cruzi.

Si bien los Tritryps poseen diferentes ciclos de vida y producen diferentes patologias,
una comparacion de su contenido génico y la arquitectura del genoma reveld un core protedmico
conservado de aproximadamente 6200 genes en grandes clusters de genes policistronicos
sinténicos (El-Sayed et al., 2005b) (Fig. 1.6.1).

Con respecto a las proteinas que son unicas a cada organismo, T. cruzi tiene un 32%
especie especificas; T. brucei tiene un 26% mientras que L. major tiene tan sélo el 12% de las
proteinas totales. La mayoria de estas proteinas parecen ser miembros de familias de antigenos
de superficie; la diferencia en el nimero puede relacionarse con diferentes estrategias de
supervivencia y evasion inmune de cada parasito. Otras proteinas especie especificas cumplen

diferentes roles metabdlicos y fisiologicos (EI-Sayed et al., 2005b).
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T. brucei gene clusters

L. major gene
clusters

T. cruzi gene
clusters

La identificacién de genes conservados en los Tritryps y, dentro de ellos, genes especie-
especificos, provee de una valiosa herramienta para identificar procesos moleculares unicos a
estos parasitos y por tanto, ajenos al huésped. Esto presenta atractivas posibilidades para el

desarrollo de aproximaciones quimioterapéuticas contra los mismos.

1.7 El genoma mitocondrial de los tripanosomatidos

Los tripanosomatidos poseen una arquitectura Unica en su genoma mitocondrial que
contiene un 20-25% del ADN celular. La misma fue estudiada en detalle en T. cruzi por Riou et
al. (Riou, Delain, 1969; Riou, Yot, 1977). El ADN mitocondrial se denomina “kinetoplasto” esta
formado por dos tipos de ADN circular no superenrollado, los maxicirculos (20-40kb) y los
minicirculos (0.5-10kb), concatenados entre si formando una compleja red que puede
observarse en el microscopio electronico. Los maxicirculos contienen los genes que codifican
para un pequefio numero de proteinas tales como las subunidades de la citocromo oxidasa y la
NADH deshidrogenasa, entre oftras, y para los ARN ribosomales (Simpson, 1987). Los
minicirculos, presentes en decenas de miles de copias, contienen las secuencias que codifican
para los ARN guias necesarios para la modificacion de los transcriptos mitocondriales (Pollard et
al., 1990; Shaw et al., 1988; Sturm, Simpson, 1990). Los transcriptos de los genes de los
maxicirculos son extensivamente editados.

Los minicirculos presentan una enorme variabilidad de secuencia , lo que hace que se
usen para la identificacion de cepas por ejemplo (Macina et al.,, 1986). En cambio, los
maxicirculos evolucionan mas lentamente por poseer genes estucturales. La organizacién y
secuencia de estos ha sido recientemente comunicada (Westenberger et al., 2006).

El complejo mecanismo de replicacion de esta estructura ha sido estudiado
principalmente por el grupo de Englund, quien es autor de numerosas revisiones en el tema
(Guilbride, Englund, 1998; Liu et al., 2005).
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1.8 Los repetidos de dinucleotidos (TG/CA)n

1.8.1 ABUNDANCIA Y DISTRIBUCION EN LOS GENOMAS

Numerosos analisis de la abundancia y distribucion de los microsatélites (también
denominados single sequence repeats -SSR-) en diversos organismos muestran claramente que
estos se encuentran en patrones que no se explican por azar. Los SSRs en los eucariotas estan
ampliamente distribuidos y presentan frecuencias entre 5 y 10 veces mayores a lo esperado por
azar {Kashi, 1997 #385}. Incluso, estos patrones son muy diferentes en distintos taxones,
pudiéndose definir constituciones especificas de especie (Toth et al., 2000). Se ha determinado
que los dinucledtidos son el grupo principal de microsatélites en muchas especies, siendo raros
en los exones. En procariotas, la cantidad de microsatélites es muy variable entre las diferentes
especies (van Belkum et al.,, 1998). En el caso de E. coli estos repetidos son relativamente
comunes y mas frecuentes de lo que se esperaria tomando en cuenta sélo la composicién de
bases de este genoma. Los repetidos presentan una distribucion bastante uniforme, aunque
resulta interesante la observacion de que las SSR se encuentran mas representadas en
regiones cercanas al codon iniciador ATG, lo cual coincide con las regiones que tienen que ver
con la regulacion de la expresion génica (Gur-Arie et al., 2000).

La existencia de patrones de SSRs tan conservados y especificos sugiere que estas
secuencias no son solamente el resultado de un sesgo mutacional sino que factores selectivos
deben contribuir a su mantenimiento, y por tanto, que estas secuencias sirven a transacciones
particulares de los acidos nucleicos. De hecho, diversos grupos describen efectos de la
presencia de estas secuencias en diferentes regiones, habiéndose encontrado su relacion con
numerosos procesos celulares. Las diferentes funciones postuladas en organizacién de la
cromatina, metabolismo del ADN y regulacion de la expresion génica han sido extensamente
revisadas por Li et al. (Li et al., 2002). Por otro lado, los SSRs en las regiones codificantes
particularmente, se distribuyen en forma no estocastica y han mostrado diferentes roles que han
sido adecuadamente resumidos en Li et al. (Li et al., 2004).

A continuacion describiremos suscintamente la literatura relativa a los dinucledtidos
(TG/CA)n. Uno de los primeros reportes que apunta a la importancia funcional de este tipo de
repetidos muestra que las secuencias (TG)n son transcriptas tres veces mas que su
complementaria (CA)n en el genoma de D. melanogaster, cosa que no ocurre con otros
dinucleétidos complementarios (Vashakidze et al., 1988). Posteriormente se determiné que en
eucariotas superiores las secuencias (TG)n y (CA)n constituyen los repetidos de dinucleotidos
mas abundantes, encontrdndose en promedio cada 30Kb (Stallings et al., 1991) y presentan
varias particularidades. En un grafico doble logaritmico estas variables se relacionan de manera

lineal, lo cual es indicativo de un proceso de mutacion estocastico. La relacion entre la
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frecuencia y el largo de todos los SSRs en el genoma humano y de ratéon describen curvas que
denotan un proceso de mutacion al azar. Sin embargo, solo los repetidos (TG/CA)n y (GA/TC)n
muestran ademas una zona en que la curva se hace horizontal lo que sugiere una desviacién de
este modelo hacia un modelo selectivo sugestivo de funciones especificas en la célula
(Dokholyan et al., 2000).

Por ultimo, mas recientemente, el grupo de Ramachandran ha analizado la importancia
de los repetidos (TG/CA)n en el genoma humano. Sus trabajos demuestran que los genes
constitutivos con largos repetidos (n=12) de estos dinucledtidos tienen niveles medios de
expresion menores que aquellos que no los presentan. También encuentran una asociacién
positiva entre los repetidos (TG/CA)n (n=6) y los genes de sefalizacion y comunicacion y
negativa con los genes de tipo informacional. Los autores proponen que este ultimo tipo de
genes es mas antiguo evolutivamente y por ende tolerarian menos la fijacion de nuevos
elementos reguladores. Por el contrario, los genes de sefalizacién y comunicacion son de
aparicion mas reciente y regulan respuestas mas especificas que pueden haberse favorecido
de la obtencién de elementos de regulacion como los dinucledtidos en cuestion (Sharma et al.,
2003). En un trabajo posterior este grupo estudia en mayor profundidad la distribucion y
abundancia de los repetidos agregando al analisis nuevas variables (Sharma et al., 2005). Los
autores concluyen que factores multiples, como el largo de los genes, la funcion y la
direccionalidad de los procesos recombinacionales, influyen sobre la distribucién que presentan
los repetidos (TG/CA)n .

Finalmente, nos interesa particularmente destacar, que hasta donde nosotros
conocemos, no se han estudiado sistematicamente la distribucion de los SSRs en las dos
hebras del ADN. Exceptuando, claro, el trabajo presentado como antecedente a esta tesis

(Duhagon et al., 2001) y los trabajos que lo citan posteriormente.
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1.8.2 PAPEL DE LOS REPETIDOS EN LA REGULACION DE LA
EXPRESION GENICA

Los dinucledtidos (TG/CA)n participan en numerosos procesos y esto ha sido
documentado en una variedad de organismos. Estos repetidos tienen propension a sufrir
transiciones estructurales (Brahmachari et al.,, 1995) en particular a ADN Z (Herrera, Ruiz-
Opazo, 1990). Se ha observado también que actian como estimuladores de la recombinacion
homologa (Gendrel et al.,, 2000) (Majewski, Ott, 2000), en el splicing de ARNm (Gabellini,
2001);(Bilbao, Valcarcel, 2003; Buratti, Baralle, 2001),(Hefferon et al., 2004; Hui et al., 2003).
También actuan a nivel global del procesamiento del ARN (CTRF SP-B (Lin et al., 2005); EGFR
(Brandt et al., 2006); la1b2 (Cheli, Kunicki, 2006)). Varios trabajos han reportado un efecto
significativo y variable en la expresion de genes reporteros cuando se colocan los repetidos en
las regiones de control en diversos modelos (en eucariotas: (Hamada et al., 1984), (Amirhaeri et
al., 1995), (Berg et al., 1989), (Severino et al., 2004); en procariotas: (Martin-Farmer, Janssen,
1999), (Pisarchik, Kartel, 1999)). En estos casos se postula una accién tanto a nivel
transcripcional como traduccional. Por ultimo, se ha visto que repetidos (TG/CA)n naturales
modulan la transcripcion de varios genes particulares incluyendo los que codifican para la a-
tropomiosina de rata (Herrera, Ruiz-Opazo, 1990), la apolipoproteina D (Do Carmo et al., 2002),
PAX-6 (Okladnova et al., 1998), el colageno A2 tipo 1 COL1A2 (Akai et al., 1999), la a-
lactoalbimina de rata (Meera et al., 1989), la prolactina de rata (Naylor, Clark, 1990), la metalo
proteasa de matriz MMP-9 (Shimajiri et al., 1999), el interferon IFNy (Pravica et al., 1999),
HSD11B2 (Agarwal, 2001), la Prolactina1 de tilapia (Streelman, Kocher, 2002), MMP-9 (Huang
et al., 2003), Prl (Tidow et al., 2003), GRIN2A (ltokawa et al., 2003a), EGFR (Brandt et al.,
2006)) y varios genes constitutivos humanos (Sharma et al., 2005; Sharma et al., 2003). Se ha
documentado también que los repetidos (TG)n en las regiones reguladoras de varios genes
estan asociados a la represion de la expresion génica. Entre estos ultimos casos se encuentran
los de la enzima acetil-coA carboxilasa ACC (Berg et al., 1989), el receptor de la hormona
liberadora de la tirotropina TRHR (lwasaki et al., 1996), la subunidad GRIN2A del receptor N-
metil-D-aspartato (Itokawa et al., 2003b), la fosfolipasa A citosdlica cPLA2 (Leslie, 1997), el
receptor para el acido muscarinico humano M2 CHRM2 (Fenech et al., 2004), el receptor del

factor de crecimiento epidérmico EGFR (Gebhardt et al., 1999), entre otros.
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1.8.3 ANTECEDENTES EN LOS TRIPANOSOMATIDOS

Nuestro grupo ha trabajado en la busqueda de elementos de regulacion de la expresion
génica en las regiones intergénicas de T. cruzi . Nuestro principal interés en ese momento era
encontrar sefales que tuvieran relacion a la transcripcion de los genes de la ARNPII, que era 'y
continia siendo un gran enigma. Los resultados del trabajo de Maestria nos condujeron a
postular a los repetidos cortos de (TG/CA)n como posibles elementos en cis vinculados a la
dinamica de los acidos nucleicos. En ese momento, ya se habia observado que los repetidos de
dinucledtidos son altamente frecuentes en las regiones intergénicas de los tripanosomatidos,
pero su funcion era desconocida (Andersson et al., 1998). Los analisis bioinformaticos que
realizamos permitieron establecer que, con excepcién de (CC)n, (CG)n y (GG)n todos los
repetidos dinucleotidicos se encuentran representados en una frecuencia altamente significativa
comparada con la esperada por azar. Asimismo, los polidinucleétidos (TG)n son los mas
abundantes en las regiones que rodean a las CDSs (regiones codificantes) vy
sorprendentemente, estos motivos son los Unicos que presentan una marcada asimetria de
distribucion entre las hebras codificantes y no codificantes, siendo mas abundantes en la hebra
codificante (Duhagon et al., 2001). Los ensayos de geles de cambio de movilidad electroforética
(EMSA) o geles de retardo permitieron determinar la presencia de proteinas que interaccionan
especificamente con los repetidos (TG)n y (CA)n en hebra simple en extractos nucleares de T.
cruzi. Estos resultados se presentan en la seccion de Resultados y Discusion 4.1.1 de esta
Tesis a efectos de darle cohesién y facilitar la lectura de este trabajo. En la misma época, en el
contexto de un analisis global del genoma de T. cruzi, Aglero et al. reportan un perfil de
abundancia de dinucledtidos que concuerda con el encontrado por nosotros (Aguero et al.,
2000).

Algunos trabajos realizados en T. cruzi apuntan hacia el rol de los repetidos (TG)n en la
dinamica de los acidos nucleicos. Tres de ellos encuentran estos repetidos conservados en las
regiones intergénicas de los clusters de los genes. El primer cluster es el de los genes de la
cruzipaina que presentan un trecho (TG)o a 59nt del coddn de terminacion en la region 3'UTR
seguido de trechos de nucleétidos G (Tomas, Kelly, 1996). Curiosamente también encuentran
un repetido complejo rico en (TG)n en la regién IG inmediata al sitio aceptor del miniexén, pero
solo en el primer gen del cluster. Los autores discuten sobre la potencialidad de estas dos
regiones de formar estructura Z. El segundo cluster es el de los genes de las mucinas; se
encontré que la region intergénica (IG) altamente conservada de las familias génicas TcMUC y
TcSMUG (pequefias mucinas de T. cruzi) contienen microsatélites rico en TGs que no esta
presente en otros genes contenidos en el mismo césmido. Los autores discuten su posible papel
en la recombinacion homologa que posibilita el cambio y/o la amplificacion de los genes de las

mucinas (Campo et al., 2004). Por ultimo, Bartholomeu et al. determinaron experimentalmente
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un posible efecto inhibitorio de la expresion del gen de la B-tubulina mediado por un trecho de
(TG)14 presente naturalmente en la region 3" UTR (Bartholomeu et al., 2002).

Posteriormente, durante el transcurso de este trabajo, y gracias al avance de los
proyectos genoma, aparecen algunos reportes acerca de la abundancia de los repetidos de
dinucledtidos en los genomas de los Tritryps que seran discutidos en Resultados y Discusion
4.1.2 (El-Sayed et al., 2005a; Nilsson, Andersson, 2005; Worthey et al., 2003).
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2.10bjetivo general

Contribuir a la comprension de la informacién contenida en las secuencias intergénicas

de T. cruziy de los mecanismos que éstas median.

2.2 Objetivos especificos

a) Analisis de elementos en cis:

Estudiar la abundancia y distribucién de los repetidos de dinucledtidos en otros
tripanosomatidos.
Aproximaciones teoricas para la consecucion de este objetivo:

Analisis bioinformatico

Estudiar el efecto de los repetidos (TG/CA)n en la modulacion de la expresion génica.
Aproximaciones experimentales para la consecucion de este objetivo:

Transfeccion de epimastigotas con vectores con genes reporteros

b) Analisis de factores en trans: Aislar y caracterizar las proteinas que reconocen a
la secuencia (TG/CA)n

Aproximaciones experimentales para la consecucion de este objetivo:
Microsecuenciacién de proteinas
Clonado y caracterizacion de los genes (southern, northern blot)
Generacion de proteina recombinante y construccion de proteinas
mutantes
Ensayos funcionales: = EMSA, Doble hibrido, Co-
inmunoprecipitaciones
Localizacién subcelular: inmunohistoquimica

Sobreexpresion
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Materiales y Métodos

3.1 Materiales

3.1.1 SOLUCIONES Y TAMPONES

3111 Soluciones
- Solucién de desnaturalizacion para Southern: NaCl 1,5M, NaOH 0,5N.
- Solucion de neutralizacion para Southern: Tris 1M pH 7,4, NaCl 1,5M.
- Solucién de Church: SDS 7%, tampon fosfato 0,5M pH 7,2, EDTA 10mM.
- Cloroformo: isoamilico en proporcion 24:1.
- Fenol: cloroformo: isoamilico en proporcion 25:24:1.
- Fenol: saturado y equilibrado con Tris 0,1M pH 8,0 mas hidroxiquinoleina al 0,1%.
- Solucién de CaCl, para preparacion de células competentes: CaCl, 60mM; PIPES 10mM, pH
7,0. Se esteriliza por autoclave.
- Solucién de extraccion para obtencion de ADN total de parasitos: 1 parte de Cloroformo:
isoamilico (24:1); 1 parte de fenol; 1 parte de tampon A; 1 punta de espatula de 8
hidroxiquinoleina. Se homogeneiza y se deja reposar 1 dia. Se cubre la botella con papel de
aluminio y se guarda a 4°C.
- Solucién Ponceau S para tefir membranas en Western blot: Ponceau S 0,5%; acido aceético
1%.

3.1.1.2 Tampones

- Tampén TAE 10x: Tris-HCI 0,4M, EDTA 50mM pH 8,0, acido acético hasta pH 7,2.

- Tampén TE: EDTA 1mM, Tris-HCI 10mM pH 8,0.

- Tampon de corrida formaldehido 5x: acetato de sodio 40mM, EDTA 5mM, MOPS 0.1M, pH 8.
Se prepara en agua bidestilada tratada con DEPC segun protocolos estandar (Sambrook, 1989).
- Tampén de carga para ADN: azul de bromofenol 0,25%, xylene cyanol 0,25%, glicerol 30%.

- Tampoén de carga para ARN tratado con DEPC: glicerol 50%, EDTA 1mM pH 8,0, azul de
bromofenol 0,25%, xilene cyanol 0,25%.

- Tampon SDS/Tris 4x para geles de acrilamida: SDS 5%, Tris-Cl 0,5M pH 7,4, EDTA 0,125M.

- Tampoén de carga para SDS PAGE 2x: Tris-Cl 100mM pH 6.8, DTT 200mM, SDS 4%, azul de
bromofenol 0,2% y glicerol 20%.

- Tampon de transferencia (SSC 20x): 175,3g NaCl, 88,2g citrato de sodio en 800mL de agua.
Se ajusta a pH 7,0 con NaOH 10N, se completa a un litro con agua, se separa en alicuotas y se
autoclava.

- Tampodn de corrida para SDS-PAGE 5x: 15,1g Tris base, 72g glicina, 5g SDS. Se lleva a un
litro con agua bidestilada y se diluye a 1x antes de usar.

- Tampon de transferencia para Western blot: Tris base 20mM, glicina 150mM, metanol 20%.
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- Tampon fosfato salino (PBS): NaCl 0,14M, KCI 2,6mM, KH,PO, 7mM, glucosa 6mM, pH 7,4.

- Tampoén SET: sacarosa 20%, Tris-HCI 50mM pH 7,6, EDTA 6,5mM.

- Tampon A para extraccion de ADN total de parasitos: Tris-HCI 0,2M pH 8,0, EDTA 0,1M.
-Tampén de electroporacion HBS: Hepes 21mM, NaCl 137mM, KCI 5mM, NaH,PO, 7mM,
glucosa 6mM, pH 7,4.

3.1.2 MEDIOS DE CULTIVO

- Medio liquido LB: bacto triptona 10g/L, extracto de levadura 5g/L, NaCl 10g/L. Se ajusta el pH
a 7,0 con NaOH 5N vy se autoclava.

- Medio LB agar: medio LB liquido mas bacto agar al 1,5%.

- Medio LIT: 4g NaCl, 0,4g KCI, 15g Na,HPO,.7H,0, 2g glucosa, 3g infusion de higado, 5g
triptosa, hemoglobina 2%, suero bovino fetal 10%, 30mg Streptomicina, 50mg Penicilina y agua
hasta llegar a un litro.

- TAU pH 6,0: NaCl 190mM; KCI 17mM; CaCl, 2mM; MgCl, 2mM, fosfato sédico 8mM pH 6,0,
NaHCO; 0,035%.

-TAU3AAG: Medio TAU al que se le agrega Glucosa 10mM, Acido L-aspartico 2mM, Acido L-
glutdmico 50mM y L-prolina 10mM.

313 VECTORES PLASMIDICOS
3.131 Vectores de clonado
Nombre Fabricante Uso
® ® , Clonado productos de PCR con extremos cohesivos
pCR"2.1-TOPO Invitrogen
generado por la Taq polimerasa
Clonado productos de PCR con extremos cohesivos
pGEM-T Promega
generado por la Taq polimerasa
PCR-Blunt II-TOPO Invitrogen Clonado productos de PCR de extremos romos
Clonado de fragmentos con extremos romos o
pZErO-2 Invitrogen )
cohesivos
pGEM-luc Promega Clonado de Luc en pTEX
pTEX-cat Cedido por investigador Clonado de Cat (pCAT<R>3-Promoter)en pTEX
Tabla 3.1.3.2.1

Para clonar fragmentos de ADN doble hebra se utilizaron vectores plasmidicos

comerciales (Tabla 3.1.3.1.1) que difieren basicamente en las enzimas de sitio de clonado
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multiple, el tipo de extremos de clonado, gen de resistencia a antibidtico que ofrecen. Los
vectores TOPO estan linealizados y listos para la ligacion mediada por la topoisomerasa | unida
covalentemente al extremo 3’ libre de cada hebra (Shuman, 1991). Los otros vectores se
digieren en el laboratorio y se ligan a los fragmentos de interés en forma convencional usando la
ligasa del fago T4. Para clonar en pTEX el gen que codifica la luciferasa se utilizé el plasmido
pGEM-luc (PROMEGA, numero de acceso EMBL X65316).

3.1.3.2 Vectores de expresion

Para expresar las proteinas recombinantes que se describen en esta Tesis, se utilizaron
sistemas de expresion bacteriano (listados en la Tabla 3.1.3.2.2). El sistema que dié mejores
resultados fue el del vector pGEX-4T-1 (Amersham Biosciences) que genera una fusion entre la
proteina clonada y la proteina glutatién S transferasa (GST). Las proteinas de fusion son
construidas insertando la secuencia del gen a expresar en el sitio de clonado multiple del vector
en fase con la proteina de fusién. La fusién o “TAG” propociona un medio para la purificacién
eficiente de la proteina recombinante. En el caso de pGEX, la expresion esta bajo el control de
un promotor, el cual es inducido por IPTG. El vector también contiene un gen lacl® interno cuyo
producto génico es una proteina represora que se une a la region operadora del promotor del
gen, lo cual previene la expresion del mismo hasta su induccion con IPTG, con ello se consigue
controlar la sobreexpresion del péptido recombinante. Ademas, el vector contiene un sitio de
clivaje con trombina lo que permite obtener la proteina recombinante sin la fusion GST. ElI TAG
His es mucho mas pequefio que el GST, pero el GST le confiere generalmente mejor solubilidad

a la proteina. El tag His es util para purificar proteinas insolubles.

Ensayo
Vector version Seleccion TAG Purificacion -y Clivaje Células Compaiiia
Funcional

GST 26 Glutation-
pGEX T-1 PCR color CDNB Trombina BL21 Amersham
(Kda) Sepharosa 4B

pQE 0 PCR His Ni-NTA no no M15 Qiagen
Tuner™(DE3)
blancas /
pETBIlue 2 His Ni-NTA no no placlu Novagen
azules Origami™(DE3)
pLacl
Tabla 3.1.3.2.2
3.1.3.3 Vectores de transfeccién

PTEX fue el primer vector de expresion exitoso desarrollado en T. cruzi. Es un vector de

“trasbordo” (shutlle) en el que las regiones gendmicas que dirigen la expresion de los genes
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gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasas (gapdh | y Il), proveen las sefiales de trans-splicing y
poliadenilacion para procesar correctamente el gen exdégeno de interés y el gen de resistencia a
Geneticina (neomicina fosfotransferasa) que permite la selecciéon de los parasitos transfectantes
respectivamente (Kelly et al., 1992). Un aumento en la concentracion de antibiético Neomicina o
su analogo G418 en el medio, conlleva a un aumento en el numero de copias de plasmido con el
consiguiente aumento en la expresion del gen de interés. El ADN transfectado, se mantiene en
los parasitos transformados como un episoma, es decir, extracromosomalmente como un
repetido de circulos unidos entre si.

Una version ulterior de pTEX, modificada por la inclusién del promotor del ADN ribosomal
(ADNr), denominada pRIBOTEX (Martinez-Calvillo et al.,, 1997) incrementa la expresion
transitoria y mejora el procedimiento de seleccién. La inclusion de un espaciador intragénico
(HX1) entre el promotor del ribosomal y el sitio de clonado del gen heterélogo, en el vector
conocido pTREX (Vazquez, Levin, 1999) incrementa aun mas la expresion porque proporciona
un sitio aceptor de splicing mas eficiente. Estos ultimos dos plasmidos son capaces de generar

transfectantes estables que se integran en el promotor del ribosomal endégeno.

Sacl

Sac | Spel
| ~Sac Il ~" Bam HI
Smal
’ Eco Rl
'\ Eco RV
N Hind W1
\, Clal
GAPDH \\ » Sall GAPDH

intergenic “Xho I intergenic

pRIBOTEX

6024bp

Neo

X I"’ GAPDH downstream | GAPDH downstream
pn Kpn |
Sacl
Kpnl ~MCS
SE Xbal
EcoRI R
BamH! | Hindill Figura 3.1.3.3.1. Mapa del los vectores de
Pl Prom. (900 B o U expresion En las figuras se esquematizan
HX1 (220 bp) e los tres vectores empleados para sobre
expresar la proteina Tc38 en T. cruzi. Las
pTREX-n kA abreviaturas indican: Amp: gen de
5262 b gapdh (700 bp) . . e .
P resistencia a ampicilina, Neo: gen de
resistencia a neomicina, GAPDH:
i gliceraldehido fosfato deshidrogenasa, Tsp:
Pstl sitio de inicio de la transcripcion. Listados a

la derecha en una llamada se indican las
enzimas del sitio de clonado multiple.
Extraido de los trabajos citados.

gapdh (700 bp)

Sphi

Kpnl

Nhel
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31.4 LINEAS CELULARES

3.1.4.1 Cepas bacterianas
E. coli XL1-Blue (Rekoslavskaia et al., 1995): para transformacion y propagacion de plasmidos
construidos. Genotipo: supE hsdR lac'F’ proAB™ lacl® lacZAM15.
E. coli BL21 (Grodberg, Dunn, 1988; Studier, Moffatt, 1986): cepa deficiente en proteasas para
expresion de proteina recombinante clonada en pGEX4T-1. Genotipo: F-, ompT, hsdS (rB-, mB-
), gal.

3.14.2 Trypanosoma cruzi

Para este trabajo, se utilizaron parasitos de la cepa CL Brener (Brener, Chiari, 1963) y el
clon Dm28 (Contreras et al., 1988).(Contreras et al., 1988)

3.1.5 OLIGONUCLEOTIDOS SINTETICOS
En la tabla 1 se muestra la secuencia de los oligonucleétidos cebadores disefiados asi

como su utilizacion para RT o PCR.

Nombre Secuencia nucleotidica
MAD1 5 TTG AGG ATT ATC GCA GCA CCATAC 3
MAD2 5" TTCCTCGATCCGCCAGAGACTG 3’
MAD3 5TAACGT GGAACAGCTTGAAGATC 3
MAD4 5CTTGTCCAGCAGCAACTGCGTAGGG 3’

TGBP Not I-Hindlll R 5" TCA CGA TGC GGC CGCTTA CTG AAC AAA GAG ACC GGC 3
TGBPEcoRI-BamHI F 5" GGA TCC CCG GAA TTC GCT GCAATG TTT CGACGACTT CCG 3’

Tc38 AC-166 5" TCA CAC GAG CCC GGG GTG TGT CAT CAG AGC CTC 3

Tc38 AC-251 5 TCA CAC GAG CCC GGG GGAACGATCCAGGGTCTTG ¥

Tc38 AN-85 5" GGA TCC CCG GAATTC GCT GCA ATG GAG GCG CCAAG ¥
Tc38 AN-167 5 GGATCC CCG GAATTC GCT GCACCA GTC TCT GGC GGATCG 3
CatF 5" TCGTCTCAGCCAATCCCTGG 3’

CatR 5" AGCATTCATCAGGCGGGCAAG 3

LucR 5 ATAGCTTCTGCCAACCGAACG 3

IG3R 5" AAAGAAAAGCAGAAAAAACTAAAAAGATGTGGC 37

IG5 R 5" GCGGCCGTAAATGAATGCAAG 3

IG5'up r 5 CTTGCATTCATTTACGGCCGC 3

TGy 5 TGTGTGTGTGTGTGTGTGTG TGTGTGTGTGTGTGTGTGTG 3
CAy 5" CACACACACACACACACACA CACACACACACACACACACAY

ruG 5 UGUGUGUGUGUGUGUGUGUG UGUGUGUGUGUGUGUGUGUG 3’
MP1 CGCCGGGCGTGTGCTGCCAAACCGCTGACC

NeoF 5 GGCTGCTATTGGGCGAAGTG 3’

NeoR 5'ATTCGCCGCCAAGCTCTTCAG 3’

Tabla 3.1.5.1. Secuencia nucleotidica de los oligonucleétidos sintéticos disefiados para los PCR
realizados.

Todos los oligonucleétidos fueron sintetizados en IDT Integrated DNA Technologies, INC.
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3.2 Meétodos

3.2.1 CULTIVO IN VITRO DE TRYPANOSOMA CRUZI

3.21.1 Cultivo de estadio epimastigota

Los epimastigotas fueron cultivados a 28°C en medio liquido de infusiéon hepatica y
triptosa (LIT) suplementado con suero fetal bovino al 10% previamente tratado 15 min a 65°C
para la inactivacion del complemento. Se repico el cultivo cada 72 horas a fin de mantenerlo en
fase exponencial.

Para el cultivo de transfectantes, se seleccionaron con G418 los parasitos transfectados

y se mantuvo la presion selectiva con 1000ug/mL de dicho antibidtico.

3.21.2 Metaciclogénesis in vitro

Los parasitos fueron cultivados en medio LIT a 28°C partiendo de un cultivo de 10°
parasitos/mL de medio. Antes de inducir la diferenciacién se realizaron tres repiques cada 72
horas manteniendo el cultivo en 10° parasitos/mL. En el ultimo repique, se dejé el cultivo crecer
a 28°C hasta alcanzar el final de la fase exponencial de crecimiento (densidad celular entre
5x10”y 108 parasitos/mL).

La metaciclogénesis in vitro se llevd a cabo segun Contreras et al. (Contreras et al.,
1985). Los epimastigotas en el final de la fase exponencial de crecimiento fueron centrifugados a
8000g durante 15 min a 10°C. Se descart6 el sobrenadante y se resuspendieron los parasitos en
medio TAU hasta una densidad celular de 5x10® células/mL y se incubaron durante 1 hora a
28°C. Luego, se inocularon 100mL de medio TAU3AAG (concentracion final 5x10° células/mL) y
se incubd durante 96 horas a 28°C con la botella en posicion horizontal de manera que los
epimastigotas se adhieran a la botella de cultivo y se diferencien. Finalmente, en el
sobrenadante se obtienen los tripomastigotas ya diferenciados y adheridos a la botella se
encuentran los metaciclicos estresados. Para recuperar estos ultimos, se sacé el sobrenadante,
se agrego PBS a la botella y se agité vigorosa y violentamente la botella para despegar los
parasitos adheridos, de esta forma, se obtienen los parasitos metaciclicos resuspendidos en
PBS.

3.2.2 MANIPULACION DE BACTERIAS

3.2.21 Cultivo de bacterias
Los cultivos liquidos se hicieron en medio LB a 37°C con agitacion. Para el cultivo de

células transformadas con plasmidos portadores de resistencia a ampicilina, se agrego al medio
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dicho antibidtico en una concentracion de 100ug/mL. Los cultivos sdélidos se hicieron en placas

de Petri con LB agar con ampicilina, y segun fuera necesario con X-gal e IPTG.

3.2.2.2 Preparacion de células competentes y transformacion

Para la preparacion de células competentes se usaron los protocolos descritos por
Ausubel (Ausubel, 1987). Se prepararon generalmente células quimicamente competentes y
eléctricamente competentes. En algunos casos se utilizaron células competentes comerciales
(One Shot®, OneShot Electrocom™ E. coli de Invitrogen).

Para la transformacion de bacterias competentes se tomaron 100uL de células a —-80°C y
se dejaron descongelar en hielo 30 min. Se agregé ADN en una proporcion menor a 25ulL de
ADN por 100uL de células (se procura usar menos de 0,1ug/100células). Se dejé 20 min en
hielo y se dio un golpe de calor de 90 seg a 42°C. A continuacion se colocé en hielo 1-2 min y se
adiciond 4 volumenes de LB a TA. Se dej6é a 37°C durante una hora con agitacion fuerte y se
plaqued en agar LB. Para la transformacién de células electrocompententes se utilizdé 1 uL de la
mezcla de ligacion y un electroporador MicroPulserTM (BIORAD 165-210) con las condiciones

sugeridas para E. coli por el proveedor.

3.2.3 AISLAMIENTO DE ACIDOS NUCLEICOS

3.23.1 Aislamiento de ADN gendmico de parasitos

Para el aislamiento de ADN total de los parasitos cultivados se uso el Kit de extraccion
de ADN genomico Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega) siguiendo las instrucciones
del comerciante. Dicho kit estd basado en un proceso de cuatro pasos (Miller et al., 1988). El
primer paso en el proceso de purificacion consiste en la lisis celular. En el segundo paso, se
rompen los nucleos y se incluye digestion con ARNasa. Las proteinas celulares son removidas
en un paso de precipitacion salina, en el cual precipitan las proteinas y queda el ADN gendémico
de alto peso molecular en solucion. Finalmente, el ADN gendmico se concentra y se desala
mediante precipitacién con isopropanol.

Alternativamente se usoé el protocolo que se detalla a continuacion. Se centrifugaron
2x108 parasitos a 3000rpm 15 min a 4°C (rotor JA 14, centrifuga Beckman) y se resuspendié el
pellet en 4mL de tampdn A. Se paso a tubo falcon y se agregd una punta de espatula de
proteinasa K (Promega) y 0,2mL SDS 10% y se dejoé 12 horas. Para la extraccion de ADN, se
agregaron 0,8mL de NaCl 0,5M y 5mL de solucién de extraccioén, se agitoé por inversion 15 min, y
se centrifugé 15 min a 3000rpm (rotor JA 14, centrifuga Beckman). Luego, se pasoé la fase
superior a un nuevo tubo con pipeta estéril y se repitid la extraccién con solucién de extraccion.
Se volvié a extraer la fase acuosa con igual volumen de cloroformo: isoamilico (24:1) y

finalmente se precipito la fase acuosa con 2 volumenes de etanol absoluto (-20° C) y se dejo 30
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min a —80° C. Finalmente se lavé el ADN con etanol 70% a —20°C y se resuspendié en 4mL
tampén TE. ElI ARN resultante fue tratado con 40ug de ARNasa A (USB) y posteriormente se
separé la enzima del ADN con sucesivas extracciones con solucién de extraccion vy

cloroformo:isoamilico para finalmente volver a precipitar el ADN.

3.2.3.2 Aislamiento de ADN plasmidico

Se utilizé el kit Concert® Rapid Plasmid Miniprep System segun protocolo establecido
por el comerciante. Este sistema esta disefiado para purificar fragmentos de ADN a partir de
geles de agarosa. El mismo utiliza columnas conteniendo membranas de silica para capturar y
purificar el ADN. El gel es disuelto en perclorato de sodio y el ADN se adsorbe en el soporte de
silica, luego se remueve la agarosa con un tampon de lavado que contiene alcohol, NaCl, EDTA
y Tris-HCI. Finalmente el ADN se eluye a alta concentracion en tampén TE.

Alternativamente, se utilizé el método de lisis alcalina en el cual las células son lisadas
en una solucion de detergente a pH alcalino lo que provoca la desnaturalizacion del ADN.
Posteriormente, la solucidon se neutraliza y el ADN plasmidico se renaturaliza por su pequefio
tamanfo y estructura y permanece en solucion, mientras que el ADN gendmico precipita junto al
detergente y las proteinas. Brevemente, se cultivaron células conteniendo el plasmido de interés
en medio liquido LB hasta la fase estacionaria. Se transfirié cada cultivo a un tubo eppendorf de
1,5mL y se centrifugd por 30 seg. El pellet se lavdo con 1mL de tampén SET y luego se
resuspendié en 150uL de dicho tampdn. A continuaciéon se agregé 50ug de ARNasa A y luego
de mezclar bien se agregé 350uL de la mezcla litica (SDS 1%, NaOH 0,2N). Dicha solucion
alcalina, se neutralizdé con 250uL de acetato de sodio 3M pH 4,8 y se agitd por inversion. Se
coloco 30 min en hielo para precipitar el SDS y el ADN cromosémico, se centrifugé 20 min a 4°C
y se guardé el sobrenadante conteniendo el ADN plasmidico. Al sobrenadante se le adiciond un
volumen de isopropanol, se agitd por inversion, se dejo a TA por 15 min y se centrifugd 20 min.
Se lavo el pellet con 200uL de etanol 70%, se volvid a centrifugar por 5 min, se seco el pellet y

finalmente se resuspendio en 40uL de agua libre de nucleasas.

3.2.3.3. Aislamiento de ARN total de parasitos

Se parti6 de 10° parasitos contados al microscopio en una camara Neubauer. Se us6 el
reactivo TRI REAGENT® (Molecular Research Center) para aislar ARN total siguiendo las
instrucciones del comerciante. Este reactivo combina fenol y tiocianato de guanidina en una sola
fase para facilitar la inmediata inhibicién de la actividad ARNasa a la vez que provoca la lisis
celular. Luego de la adicion del reactivo se agrega cloroformo con lo cual se forma una mezcla
capaz de ser separada por centrifugacion, en dos fases, acuosa y organica. Como el ARN
permanece exclusivamente en la fase acuosa, el ADN en la interfase y las proteinas en la fase

organica, al tomar la fase acuosa y pasarla a otro tubo se puede precipitar el ARN con
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isopropanol. Finalmente se lava el ARN con etanol 70% y se solubiliza en H,O libre de

nucleasas.

3.2.34 Cuantificacion de acidos nucleicos
Para ver el estado fisico y concentracién del ADN y ARN, se corrié en gel de agarosa
0,8-1,5% en TAE 1x y se midi6 su densidad optica a 260nm asumiendo que 1 Unidad de

Absorbancia corresponden a 50ug/mL de ADN doble hebra y 40ug/mL de ARN simple hebra.

3.2.4 TRATAMIENTO ENZIMATICO DE ACIDOS NUCLEICOS

3.24.1 Digestion de ADN con enzimas de restriccion

La digestion de ADN fue llevada a cabo segun protocolos ya establecidos (Sambrook,
1989). Las reacciones se hicieron en volumenes finales de 20 a 50uL con 1-10U de enzima por
ug de ADN y se incubd entre una y dos horas en las condiciones de buffer y temp.

recomendadas por el comerciante (generalmente 37°C).

3.2.4.2 Reaccidn de ligacién

Las reacciones de ligacion de fragmentos de ADN se realizaron con la enzima T4 DNA
ligasa (1U/ug de ADN). Esta enzima cataliza la formacion de enlaces fosfodiéster entre los
extremos 5" y 3" del ADN, pudiendo unir tanto extremos cohesivos como romos. El volumen final
fue generalmente de 20uL en el tampdn suministrado por el proveedor incubando en el tiempo y

temp. recomendados. Se usaron relaciones molares inserto:vector de 5:1.
3.2.4.3 Marcado de ADN
Isotépico

De oligonucledtidos. Se realizé el marcado de extremo 5° con la enzima Polinucleétido
kinasa y ATP marcado isotdpicamente con **P en la posicién v, tal como se describe en el
Articulo en Resultados y Discusion 4.1.1. Las sondas (aproximadamente 100ng por reaccion)
fueron marcadas en el extremo 5 con la enzima T4 polinucleétido kinasa usando 10uCi [*PJy-
dATP (Amersham Biosciences) durante 30 min a 37°C de acuerdo a métodos estandares
(Ausubel, 1987). Fueron luego purificadas por gel filtracion en columnas MicroSpin™ G-25
(Amersham Biosciences).

De fragmentos de ADN. Las marcaciones por PCR se efectuaron incorporando en la

mezcla estandar de PCR un nucledtido marcado isotépicamente con *P en la posicién a. La
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reaccion de PCR se llevé a cabo en un volumen de 20uL conteniendo una mezcla de 0,1uM de
los oligonucledtidos cebadores, 1x tampon STR 10x (500mM KCI, 100mM Tris-HCI (pH 9),
15mM MgCl,, 1% Triton®X-100 y 2mM de cada dNTP Promega), 50uCi [**P] a-dCTP, 0,5U de
enzima Taq polimerasa (Invitrogen) y 50ng del molde ADN. Los fragmentos marcados fueron
purificados de los nucledtidos no incorporados por precipitacién con 2,5 volimenes de etanol
absoluto y 0,03M de acetato de potasio o gel filtracion en columnas MicroSpin™ G-50
(Amersham Biosciences). Por este método se marcaron las siguientes sondas: “neo” (del gen de
neomicina con los primers NeoF y NeoR con una temperatura de hibridaciéon de 55°C), y “Tc38”
(para el gen de Tc38 con los primers MAD1 y MAD2 con una T de hibridacién de 50°C).

La eficiencia de incorporacion se determiné por medida de la emision de 1 uL de
reaccion de marcado purificada y sin purificar en un vial de un contador de centelleo (Beckman
LS600IC, Beckman Instruments). Para medir la radiacién tipo p emitida por el *?P. Se empled el
Método Cerenkov (configurado como, Isotype: 3H, Scintillator: Liquid, Time: 1min, Data
calculation: CPM), determinandose asi la actividad especifica de la sonda expresada como
cpm/ng de ADN.

No isotopico

Las sondas denominadas “neo” y “luc” utilizadas para confirmar la presencia de los
plasmidos en las cepas transfectadas con pTEX-luc se marcaron utilizando el kit “AlkPhos
Direct™ Labeling, Detection Systems” (Amersham Bosciences UK Limited). Este sistema une
covalentemente a la sonda la proteina fosfatasa alcalina, que es detectada agregando un
sustrato  quimioluminiscente (CDP-star) y exponiendo Ila membrana a peliculas
autorradiograficas. Los marcados se realizaron siguiendo las instrucciones del proveedor. La
sonda de luciferasa se obtuvo por digestion del plasmido pTEX-luc con las enzimas BamHI y
Xhol, y purificacion de gel de agarosa de la banda correspondiente al ADNc de luciferasa. La
sonda neomicina fué amplificada por PCR del vector pTEX-luc usando los cebadores NeoF y
NeoR.

3.24.4 Reaccion de transcriptasa inversa

Para la primera hebra el ARN total extraido fue desnaturalizado por calor a 70°C. La
reaccion se llevd a cabo en un volumen de 20ulL segun protocolo establecido por el comerciante
(Reverse Transcription System, Promega) conteniendo MgCl,, tampdén RT, dNTPs, RNasin, un
inhibidor de la actividad ARNasa H, 15U de la AMV RTasa y 1ug ARN total T. cruzi. Se uso
como cebador un oligo-dT al que se le adiciond un ancla. La reaccion se realizé a 42°C.

Para la segunda hebra se diluyé el ADNc obtenido a 100uL con H,O libre de ARNasas.
Se ensayaron diferentes condiciones de PCR usando como cebadores al oligo-dT-ancla y LP1,

cebadores complementarios a diferentes regiones de la secuencia conocida de Tc17.
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3.2.4.5 PCR (Reaccién en cadena de la polimerasa)

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) permite generar varias copias de un
fragmento de ADN especifico a través de repetidos ciclos de desnaturalizacion térmica,
apareamiento de oligonucleodtidos cebadores y sintesis de ADN usando un ADN molde, una
ADN polimerasa termoestable, un par de oligonucleétidos cebadores, nucleétidos y un tampdn
adecuado para la enzima.

Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 20-50uL conteniendo una
mezcla de 0,1- 0,5uM de los cebadores, 1x tampén STR 10x (KCI 500mM, Tris-HCI 100mM (pH
9), MgCl, 15mM, Triton®X-100 1% y 2mM de cada dNTP Promega), 0,5U de enzima Taq
polimerasa (Invitrogen) y 4uL del ADN molde en diferentes diluciones. Las condiciones de PCR
y el numero de ciclos de amplificacion se ajustaron para cada caso. En cada caso se indica el
numero de ciclos empleados y la temp. de hibridacién de los oligos cebadores. En el caso de la
técnica de PCR de colonias se realizé la misma reaccion en un volumen de 50 o 100uL
utilizando como molde una muestra de colonia bacteriana picada con escarbadiente y estriada
previamente en una placa de Petri para aislarla y descargar el exceso de muestra que podria
inhibir la reaccion de PCR.

Los productos de PCR fueron analizados mediante electroforesis en gel de agarosa al

1% en tampon TAE 1x.

3.2.4.6 PCR en Tiempo Real

Para la determinacion del numero de copias de los plasmidos en los parasitos
transfectados con los vectores pTEX-cat se utilizo la técnica de PCR cuantitativo con la mezcla
comercial 2x QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix (Qiagen). Esta contiene la sonda
fluorescente SYBR Green, la enzima Hot Star Tag ADN polimerasa, dNTPs y un tampon
adecuado. La presencia de dUTP en la mezcla permite la eliminacion de la contaminacién con
productos de PCRs anteriores, si se incuba la reaccion con UDP-glicosilasa (UNG) que remueve
el uracilo del dUMP de la cadena de ADN dejando un lugar apirimidinico donde se rompe el
enlace fosofodiéster. Esta enzima se degrada antes de la PCR durante la incubacion a 95°C
necesaria para la activacion de la polimerasa. Las reacciones fueron llevadas a cabo en un
volumen total de 25 o 50uL conteniendo los cebadores en una concentracién de 0,2uM.

Las reacciones para amplificacion comenzaron con una incubacion de 2 min a 50°C
(temp. optima para la UNG) seguida de otra de 15 min a 95°C (activacion de la polimerasa).
Luego se realizaron 35 ciclos de amplificacion con los tres pasos siguientes: 94°C durante 30
seg, 50°C durante 30 seg, y 72°C durante 25 seg. Finalmente se efectué una extension a 72°C

durante 7min.
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Los oligonucledtidos cebadores utilizados fueron MAD1-MAD2 para la amplificaciéon del
gen Tc38 de copia unica utilizado como control interno de cantidad de ADN gendmico y el par
NeoF-NeoR para la amplificacién de una region del gen de resistencia a la neomicina codificado
por el plasmido y usado para la determinacién del nimero de copias del mismo.

Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador GeneAmp® PCR System 9600 con un
sistema de deteccion ABI GenAmp® 5700 SDS (Applied Biosystems). Los datos fueron
obtenidos y procesados primeramente con el programa asociado (GenAmp 5700 SDS software)
seleccionando un umbral para la determinacion del ciclo umbral o Ct (treshold cycle) de 0,05 y
una linea de base entre el ciclo 6 y 10. Se realizaron curvas de disociacion de las muestras para
verificar la presencia de un unico producto de amplificacion. En los casos en que se realizaron
las amplificaciones por primera vez, se analizaron también los productos finales de las
reacciones por geles de agarosa tefiidos con bromuro de etidio. Se utilizé una solucién de ADN
plasmidico puro para generar una curva estandar que permite la determinacion del numero
absoluto de copias del plasmido. Los datos fueron exportados a programa Excel (Microsoft) para

ser graficados y analizados estadisticamente.

3.2.4.7 Secuenciacion de ADN

La secuenciacion de &cidos nucleicos se realizdé usando la técnica de terminacion de
cadena con dideoxinucleotidos descrita por Sanger (Sanger et al., 1977). El método se basa en
la sintesis de una hebra de ADN a partir de un molde utilizando un cebador sintético y una
mezcla de dNTPs con un analogo que carece del 3’OH necesario para la formaciéon de un
enlace fosfodiéster (2’,3'dideoxinucledtido trifosfato), de manera que cuando se integra este
ddNTP se detiene la elongacion de la cadena. Se usan distintos fluorocromos para marcar los
diferentes ddNTPs (ddATP, ddGTP, ddUTP, ddCTP).

Los productos de reaccion fueron analizados en un secuenciador automatico por el
servicio CTAG (Facultad de Ciencias) y por el servicio del Instituto de Biologia Molecular de
Parana (IBMP).

3.2.5 ELECTROFORESIS Y TRANSFERENCIA DE ACIDOS NUCLEICOS

3.25.1 Electroforesis en geles de agarosa

Mediante esta técnica los fragmentos de ADN pueden ser separados segun su tamafo y
posteriormente ser transferidos a filtros o bien purificados a partir del gel. Se utilizaron geles con
un porcentaje de agarosa entre 0,7 y 1,5% segun los tamafos de los fragmentos a ser
separados. Los geles fueron preparados en tampén TAE 1x y la separacion se realizé con
voltajes entre 20 y 100 voltios de 1 a 5 horas. Las muestras fueron cargadas con tampon de
carga de concentracion final 1x.

El ADN se visualizd6 mediante tincion con 0,5ug/mL de BrEt bajo luz ultravioleta.
44



Materiales y Métodos

3.25.2 Electroforesis en geles de poliacrilamida

Se preparan geles de acrilamida 12%, a partir de acrilamida-bis acrilamida (37,5:1),
usando persulfato de amonio (APS) y N,N,N",N’-tetrametil etilendiamina (TEMED) como agentes
polimerizantes. Se utiliza tampdn TBE 1x como tampdn de corrida. La visualizacién se realiza
por el método de tincion con plata. En esta tinciéon primeramente se lava el gel en solucién
fijadora (10% etanol absoluto, 0,5% acido acético) durante 30 seg en un microondas. Luego el
gel se coloca en solucion de Nitrato de Plata 2g/L y se vuelve a colocar 30 seg en microondas.

El revelado se realiza en solucion 30g/L NaOH y 0,5% Formaldehido, durante 15 min.

3.25.3 Southern blot

Transferencia. 10png de ADN total analizado o el producto de una reaccién de PCR,
dependiendo del experimento, fueron separados por electroforesis. El gel fue sumergido en
solucion de desnaturalizacion durante 45 min. con agitacion fuerte y lavado brevemente con
agua deionizada. A continuacion se coloco en solucién de neutralizacién por 30 min a TA con
agitacion constante, se cambid la solucion y se dejé 15 min mas.

Por otro lado se colocdé en un recipiente un soporte y se llené con tampon de
transferencia (SSC 10x) y se colocé un papel Whatman 3MM sobre el soporte y se dejo
empapar por capilaridad. Se removi6 el gel de la solucién neutralizante, se invirtié y se colocé
sobre el soporte encima del papel Whatman 3MM empapado en SSC 10x. Seguidamente se
puso la membrana Hybond N+ previamente incubada en SSC 10x sobre el gel y encima se
colocaron dos papeles Whatman 3MM empapados en SSC 2x, varias toallas secas y un peso de
=500g. Se dejo proceder la transferencia de ADN toda la noche.

Luego de terminada la transferencia, se desmonté el dispositivo y se sumergio el filtro en
SSC 6x durante 5 min a TA para remover cualquier resto de agarosa. Después se seco el filtro
sobre un papel seco a TA durante aproximadamente 30 min. Para fijar el ADN al filiro se lo
incubo 2 horas en un horno a 80°C o alternativamente se fijo por entrecruzamiento con UV con
un equipo UVC 500 Ultraviolet Crosslinker (Hoefer) a 70.000 uJ/cm2 (a 254nm).

Hibridaciéon en gota (dot blot). Para los ensayos de dot blot se colocd cuidadosamente
un volumen de 10uL de solucién de ADN sobre una membrana de Nylon cargada. Las muestras
se resuspendieron en un buffer alcalino (0,4M NaOH, 10mM EDTA, pH 8,2) y se llevaron a
ebullicion durante 10 min en un bloque calentador; luego se centrifugaron y sembraron en la
membrana. Todas las muestras se gotearon por lo menos en duplicado con diluciones seriadas
(0,001-0,1ug de ADN plasmidico y entre 0,1-10ug de gendmico). La membrana se lavd
brevemente en 2xSSC y se seco al aire.

Hibridacion de ADN con sondas radiactivas Para la prehibridacion se colocé la
membrana entre dos mallas mojadas en SSC 2x y se incubd en horno giratorio 40 min a 65°C

con 10mL de solucién de Church en un frasco de hibridacion. Se agregd toda la sonda,
45



Materiales y Métodos

desnaturalizada por calor a 95°C, y se dej6 toda la noche a 65°C. Al dia siguiente se realizaron 2
lavados con SSC y SDS en cada una de las siguientes condiciones de rigurosidad a 65°C: -
SSC 2x y SDS 0,1% (10 min.), - SSC 1xy SDS 0,1% (10 min.), - SSC 0,1xy SDS 0,1% (5 min.).
Finalmente se expuso la membrana a una placa radiografica con pantalla amplificadora a -80°C.
Hibridacion de ADN con sondas no radiactivas En el caso de las sondas marcadas
con la fosfatasa alcalina (Southern blot de los transfectantes con luciferasa) se siguieron las
instrucciones del proveedor. El procedimiento es similar a lo anteriormente descrito, aunque en
este caso la hibridacion se realiza a 55°C, y las soluciones utilizadas se encuentran incluidas en
el kit. La deteccion quimioluminescente se realiza por el agregado del reactivo CDP-star, y
posterior autorradiografia. La placa se expone a TA, durante aproximadamente 1 hora antes de

ser revelada.

3.2.6 “PULL DOWN” DE ARN E HIBRIDACION DE
MICROARREGLOS DE ADN

Para identificar los ARN blanco de la proteina Tc38 se utilizé el ensayo de Pull down de
ARN por cromatografia de afinidad de glutation sefarosa con la proteina recombinante de fusion
GST-Tc38. Para esto se purifico la proteina recombinante y se realizé la union en PBS de 1,2mg
de GST-Tc38 o GST a 500uL de glutatién sefarosa 50% (en un volumen final de 1,5mL para la
proteina de fusién y 0,65mL para GST) segun los protocolos recomendados por el proveedor
(Amersham). Se incubd 1 hora y 30min en hielo y se centrifugé a 500g durante 5 min. Todas las
centrifugaciones se realizaron en estas condiciones. Se midi6 la concentracion de proteina del
sobrenadante para determinar la eficiencia de unién de la proteina recombinante a la columna.
Luego se realizaron tres lavados de 10 min en 2 volumenes de tampdn de unidn (la composicion
es la usada en las reacciones de union para los geles de retardo) y el ultimo lavado fue
resuspendido en 200uL del mismo tampdn suplementado con heparina 0,04ug/ul, RNAguard
0,5U/uL, y ADNasa 0,01U/uL. Luego se adicionaron 60uL de ARN total (2ug/ulL) aislado de
cultivos de epimastigotas de T. cruzi mediante Trizol (Lifetechnologies-Invitrogen). Esta mezcla
se incubd durante 2 horas en hielo con movimiento suave. Luego se lavo cuatro veces por
resuspension suave de la resina en 2 volumenes de tampén de uniéon. Finalmente se hirvid
durante 5 min la resina, se centrifugd y se guardo el sobrenadante a —80°C con inhibidores de
ARNasa.

De este modo se efectuaron tres experimentos independientes: tres con GST-Tc38 y uno
con GST como control. Asimismo, la cromatografia se hizo en triplicado.

Posteriormente se midid espectrofotométricamente la concentracion de los ARNs
purificados y se procedié a su amplificacion utilizando el kit AminoAllyl MessageAMP™ aRNA

(Ambion). EI ARN amplificado fue copiado a ADNc por transcripcion reversa utilizando el kit
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ImProm-II"™ Reverse Transcriptase (Promega) utilizando oligo-dT como cebador. La primera
hebra se purifico por filtros Microcén-30 (Millipore Corp). A continuacién se usé esta hebra como
molde para la reaccién de marcado por random priming dependiente del fragmento Klenow de la
ADN polimerasa en presencia de citosina sustituida con los fluoréforos Cy5 o Cy3 (Cy5-dCTP o
Cy3-dCTP). Aqui se utilizaron los reactivos contenidos en el kit BioPrime® DNA Labeling System
(de Invitrogen Life Technologies). Todos los ADNc del pull down con GST-Tc38 se marcaron con
Cy3-dCTP. Los controles con ADNc del pull down con GST asi como los ADNc de los ARN
totales de epimastigotas se marcaron con Cy5-dCTP. Las reacciones se incubaron por 2 horas a
37°C y luego se purificaron por Microcon 30. A los filtrados se les agregd 100uL de solucién de
hibridacion, se calenté a 95°C durante 5 min para desnaturalizar y se colocaron inmediatamente
en hielo. Las muestras se llevaron a la estacion de hibridacion donde se aplico la solucién de
hibridacion en las cdmaras en las que se introdujeron los microarreglos generados en el robot
del laboratorio del IBMP. La estacion realiza automaticamente la circulacion de la solucién asi
como los cambios de tampodn para los lavados. La incubacion duré 16 horas. Por ultimo se leyd
el patrén de fluorescencia de las laminas y se analizaron los resultados bioinformaticamente a
fin de determinar qué ARNs quedaron retenidos en la columna por su asociacién a las proteinas

en estudio.

3.2.7 INMUNOPRECIPITACION DE CROMATINA

En este ensayo el ADN es entrecruzado in vivo a las proteinas usando formaldehido y
luego fragmentado por sonicacion. Para la preparacion del lisado celular se contaron
epimastigotas de 4 dias (2,5 x10® correspondiente a aprox. 1 mg de proteina que es lo que va a
ser usado en cada reaccion). Con el propésito de ligar covalentemente macromoléculas en
interaccion se adicion6 formaldehido (conc. final 1%) y se incubé 10 a 20 min a TA con agitacion
ocasional. Se agrego glicina (conc. final 125mM), se mezclé e incub6é a TA 5 min. Se centrifugd
a 6000g 10 min a 10°C, y se lavo el pellet con TBS/glicina (TrisHCI 20mM pH 7,5; NaCl 150mM,
glicina 125mM) 3 veces. Se resuspendio el pellet en el resto que sobro del lavado y se transfirié
a un tubo eppendorf en hielo. Se centrifugé 6000g 1 min a 4°C y se resuspendio el pellet en
tampén de lisis ChIP (Hepes 50mM pH 7,5, NaCl 140mM, EDTA 1mM, deoxicolato (DOC) 0,1%,
NP-40 1%) mas inhibidores de proteasas. Se sonico el lisado para fragmentar el ADN (7 pulsos
de 10 seg con pausas de 30 seg en nivel 4) y se centrifugd a veloc. maxima 10 min a 4°C. Se
transfirio el sobrenadante a otro tubo y se centrifugd a veloc. maxima 10min a 4°C. Se transfirio
el sobrenadante a otro tubo. Se analizé por electroforesis de agarosa 10.L de la muestra (debe
aparecer un smear entre 500 y 2000pb). Se cuantificé la proteina en el sobrenadante. Realizado
el entrecruzamiento, se procede a la inmunoprecipitacion. Los complejos ADN-proteina que

contienen a Tc38 se precipitan usando la afinidad del anticuerpo policlonal purificado que
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disponemos; luego el entrecruzamiento es revertido y la proteina liberada se digiere. Para esto
se utiliza 1mg del sobrenadante anterior por reacciéon. Se utilizé el anticuerpo policlonal anti-
Tc38 asi como el anticuerpo anti-88 como control. Se agrega tampén de lisis ChIP con
inhibidores de proteasas hasta un volumen a 200uL y se mezcla extensivamente. Se guarda una
alicuota (INPUT)de 2uL de cada muestra para un tubo con 150uL de tampdn de elucion del
ChIP. Se adiciona el anticuerpo a las muestras y se incuba en un agitador orbital 3 horas a 4°C.
Paralelamente se prepard ProteinaA-Sefarosa lavando 2 veces con 4 voliumenes de tampén de
lisis ChIP y se resuspendié en 1 volumen del mismo tampdn. Se adicioné 60uL de la resina
equilibrada (50% slurry) a cada muestra y se incubé 1 hora a 4°C en agitador orbital
centrifugando luego a 700g 15 seg a 4°C. Se lavo el pellet dos veces con 1mL de buffer de lisis
ChlIP. Luego se lavé con 1mL de tampédn de lisis ChIP mas sal (NaCl 500mM) y finalmente tres
veces con 1mL de tampon de lavado ChIP (Tris 10mM pH 8,0, LiClI 250mM, EDTA 1mM DOC
0,5%, NP-40 0,5%) y dos veces con 1 mL de tampdn TE pH 8,0 estéril. Se retird lo maximo
posible de liquido y se resuspendié en 85 uL del tampdn de elucién ChIP (Tris 50 mM pH 8,0,
EDTA 10mM, SDS 1,0%) incubando luego a 65°C 10 min en orbital a 950rpm. Se centrifugd a
700g 1 min y se transfirié el SN a un tubo eppendorf. Se adiciond 75 uL tampdn de elucién ChiIP
al tubo con la resina y se incubd a 65°C 10min 950 rpm centrifugando luego a 700g 1min. Se
junto este sobrenadante con el anterior. Posteriormente se incubaron todos los tubos INPUT e
IP 0.n. a 65°C para revertir el entrecruzamiento. Se purificé el ADN con un kit de purificacion de
productos de PCR (Qiagen). A continuacion se utilizé el kit PCR-SelectTM ADNc Subtraction Kit,
(Clontech) para clonar el ADN inmunoprecipitado con anti-Tc38. Brevemente, este kit digiere con
Rsal el ADN para generar extremos romos que son Optimos para sustraccion y necesarios para
ligar primers adaptadores. La mitad de la muestra se liga con un primer1 y la otra mitad con un
primer2 y se extiende con polimerasa para rellenar los extremos complementarios a los primers.
Estas dos reacciones se hibridan independientemente con un exceso de ADN obtenido de la
inmunoprecipitacion control (por calentamiento y enfriamiento en un termociclador). Estas dos
reacciones se mezclan y se desnaturalizan y renaturalizan por calor nuevamente en presencia
de ADN control. Los duplex con una hebra ligada a primer1 y otra a primer2 son luego
amplificados por PCR (una ronda de PCR comun y otra de nested PCR) utilizando estos
adaptadores como cebadores. Se espera que el ADN inespecifico no amplifique por estar
compuesto de heteroduplex con una hebra sin adaptador proveniente del ADN control.
Finalmente se clonaron los productos purificados por Microcén en un pGEM-T easy
(Promega), se transformo y aisld bacterias que incorporaron el plasmido. Se aisl6 ADN de
alguna de ellas y se secuencié automaticamente. Se analizaron por lo menos 100 clones y los
resultados del analisis de secuencias se compararon con las secuencias de la base de datos del
proyecto genoma de T. cruzi [http://www.tigr.org/tdb/e2k1/tca1/] (EI-Sayed et al., 2005a).
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3.2.8 ANALISIS COMPUTACIONAL

Para la comparacion de secuencias de Tc38 se utilizaron las bases de datos GeneDB
(Hertz-Fowler et al.,, 2004), Genbank (Benson et al., 2004), EMBL Nucleotide Sequence
Database (Kanz et al., 2005), UNSAM (http://genoma.unsam.edu.ar/blast/index.html), TIGR
(http://tigrblast.tigr.org/tgi/). Se estudiaron homologias con otros genes mediante el algoritmo
BLAST (Altschul et al., 1990). Se realizé BlastP y Omniblast para encontrar proteinas homologas
a Tc38 en otros organismos. Los alineamientos de secuencias se hicieron usando el software
T-Coffee (Notredame et al., 2000) y se editaron con el programa BioEdit version 7.0.4.1 (Hall,
1999). Se uso el programa GeneDoc (Nicholas et al., 1997) para calcular los porcentajes de
identidad y similitud de los diferentes homdlogos kinetoplastideos de tc38.

Para el analisis de secuencias de ADN en general (disefio y analisis de oligonucledtidos
cebadores, analisis de restriccion, predicciones de ORFs , busqueda de patrones, construccion
de mapas de vectores) se utilizé el software Gene Runner (Copyright (C) 1994, Hastings
software, Inc) y el Genamics Expression (Copyright (C) 2000-Version 1.100, Genamics software,
Inc).

Para analizar la estructura secundaria de las regiones flanqueantes a la codificantes en
los ARNm de CAT se uso el software Mfold (Zuker, 2003).

Para el andlisis de la estructura secundaria de la proteina, se usaron los algoritmos de
los servidores The PSIPRED Protein Structure Prediction Server (McGuffin et al., 2000),
PredictProtein —Prosite, PHD, GLOBE - (Rost et al., 2003) y NNPredict (Kneller et al., 1990).
Para el estudio de modificaciones post-traduccionales se usaron algunos de los servidores
mencionados que ofrecen esta facilidad y el software NetPhos 2.0 server (Blom et al., 1999)
para predecir sitios de fosforilacién en proteinas eucariotas. También se utilizaron los algoritmos
de prediccion estructural, patrones de modificacion, y propiedades fisicoquimicas de las
proteinas incluidos en el programa Gene Runner.

Para analizar el GC skew se utilizo el programa Grompa desarrollado por el Laboratorio
de Evolucion del genoma de la Facultad de Ciencias (UdelaR).

Para el estudio del contenido de repetidos de dinucledtidos las bases de datos se
generaron a partir de las secuencias de los genomas completos como se muestra en la tabla
3.2.8.1

Cromosomas o

Organismo Base de datos Tamaio (Mb) A C G T
scaffolds
T. brucei GenBank 26 11 0.266 0.233 0.232 0.269
T. cruzi TcruziDB 58 638 0.246 0.255 0.254 0.245
L. major GenBank 33 36 0.2 0.3 0.297 0.203
P. falciparum GenBank 23 14 0.419 0.101 0.101 0.419
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Tabla 3.2.8.1. Secuencias usadas para la construccion de las bases de datos. Con exepcién de T.cruzi,
para el resto de los organismos los genomas estan ensamblados en cromosomas. Los numeros debajo

de las columnas A, C, G, T muestran la frecuencia de bases de cada nucleétido en el genoma.

Organismo Base de datos = TRF(Match.Mismatch.Delta.PM.Pl.Minscore.MaxPeriod)

Tb-1j 2.7.7.80.10.7.2
) Tb-dis 2.7.7.80.10.7.2
T. brucei
Tb-j1p 2.30.30.80.10.16.2
tc-j1 2.7.7.80.10.7.2
) te-dis 2.7.7.80.10.7.2
T. cruzi
tcj1p 2.30.30.80.10.16.2
Im_j1 2.7.7.80.10.7.2
L. major Im_dis 2.7.7.80.10.7.2
Im_j1p 2.30.30.80.10.16.2
pf_j1 2.7.7.80.10.7.2
P. falciparum pf_dis 2.7.7.80.10.7.2
pf_j1p 2.30.30.80.10.16.2

Tabla 3.2.8.2. Bases de datos usadas para el andlisis de repetidos de dinucleotidos

Los repetidos perfectos e imperfectos se obtuvieron usando el programa TRF (Benson,
1999). La eleccioén de valores para cada uno de los parametros de analisis que proporciona este
programa se indica en la Tabla 3.2.8.2. Para la identificacién de strand switches y genes se us6
un programa disefiado en Perl por el Dr. Hugo Naya (IPMont). Los datos obtenidos fueron
integrados para generar bases de datos SQL. Las bases de datos fueron interrogadas para
generar las tablas (Tabla 3.2.8.2). En primer termino se interrogd la posicién de los repetidos
respecto a su ubicacion en la hebra codificante (Xx_j 6 Xx_jp). La siguiente pregunta fue
respecto a la posicion de los repetidos en relacion a la region intergénica (Xx_dis). Las tablas
fueron posteriormente analizadas usando scripts en las aplicaciones Matlab (The MathWorks,

Inc.) y R (The Free Software Foundation).

3.2.9 OBTENCION DE LA PROTEINA RECOMBINANTES.

3.2.9.1 Construccion de vectores de expresion

PGEX Tc38 y derivados con deleciones de regiones.
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La construccion del vector pGEX-tc38 se describe en el Manuscrito No. 3. Para la
construccidn de las proteinas recombinantes de fusion con GST se disefiaron oligonucleétidos
cebadores complementarios con las secuencias deseadas y se amplificé por PCR utilizando 35
ciclos de tres pasos con las condiciones: 94°C por 30 seg, 55°C por 30 seg, 72°C por 90 seg. La
mezcla de reaccion se compuso de: 100ng de la preparacion de plasmido pGEX-tc38
secuenciada originalmente, 0,5uM de cada cebador, 0,5mM de cada dNTP, tampon ThermoPol
(10mM KCI, 10mM (NH4),SQO,4, 20mM Tris-HCI pH 8,8, 2mM MgSQ,, 0,1% Tritén X-100) y 1U de
VENTR-DNA polimerasa (NewEngland Biolabs, Inc.). Se amplificaron cuatro regiones diferentes
de la secuencia codificante de Tc38. Dos portadoras de deleciones en las secuencias
codificantes para regiones N-terminales (“AN”) y dos C-terminales (“AC”). En este ultimo caso se
utilizé un primer forward con una mitad 5° complementaria al plasmido pGEX en el sitio de
clonado multiple (BamHI-EcoRI) que contienen los primeros 6 aa de Tc38 y un primer nuevo
para cada una de las AC (Tc38 AC-166 y 251) que contiene la secuencia complementaria a la

<Ts38zaleiticeaceacticqgitetccatogaggcigtiggegeogtgegeaccatcgtigigticagtcaac
TGEP Motl-Hindll

aacatcacatcctcgagagcaatcagaaggeccgeageagiceaagiaalgtgepatiaaggaccgggaggtggagaat

catggattgcagectgageccggtgetgic w cgcagttgetgctggacaagecactggagctttttaatttcgaccaactc

MAD4

ctcteecca ccggaggtgfﬁﬂ@ﬁﬁatggaggcgccaagagcagcagctacagctcgcgaa agatgtacggtgagaag

Te38 AN-B5
ctgeagtttgagctcaatgaccgegegeagaageacggceticcagageaaatggtggetcacgagggcacaggegattaa

gaactcccttactittaagggaggegegegtagticcatcatecttacaaaaagticgcttaaactgtttcactccagecaactg
attggggga&a gectctgatgacacac<AN167>c

Tc38 AG166 e 38 AN1GT
aagggcgaagcttttcaaattctticggattatatccgtcagaataagticaacagtggtctitactttacaaatcgecagetgg

aattttttaagcttgecgtgeagecaagecagacaccggtgtcactagacgtcacatcaggggateggtatctaatetaiaac

Wgagctggcgctcaasa ccctggatcgttcccccg<A325 bﬂaatattccaacgtttctt

Lt Tc38 AC251
cttictggggaacceaticaaaatgagagtitgaagaagceticcaaagttcaagageaattactggetgageggicgegatge

ggagttgectcagtggectatcagggagaacgagaagaagaagggagtaccactgaaaaatgaggecagtgettegette

aggl‘tgagctgtataatgtggagcagcttagcaacccagaagaggcttttgccaagcc&gtctctttg’ctcagtaa T::3

TGBP Mot Hindlll
Figur§'3.2.9.1.1. Secuencia nucleotidica codificante de Tc38. Se indican los oligonucleétidos

disefiados para amplificar y clonar las cuatro proteinas parciales de Tc38. En azul las secuencias
relacionadas con las proteinas que carecen de porciones C terminales (“AC”) y en verde las
relacionadas a las que carecen de porciones N terminales (“AN”).
zona donde se trunca la proteina y el sitio Xmal que origina un stop a 8 aa luego del sitio Ncol
del vector (introduciendo el péptido terminal GRLERPHR). Las regiones codificantes para las
proteinas “AN” se amplificaron con un primer revers para el vector pGEX (TGBP Notl-Xhol que
contiene los 5 ultimos aa de Tc38 y el codon stop) y un primer especifico con ATG para el inicio
de la regién codificante (Tc38 AN -85y 167).
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Los fragmentos de ADN amplificados fueron analizados por electroforesis en gel de
agarosa y de alli purificados usando el kit GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit
(Amersham Biosciences) y clonados en el vector pCR-blunt®ll-TOPO® o pZERO™-2 (Invitrogen)
digerido con la enzima EcoRV. Los plasmidos que incorporaron los fragmentos fueron
identificados por PCR de colonias utilizando los juegos de primers MAD1 y MAD2 para las
construcciones “AC” y TGBPNotl y MAD2 para las “AN” y una temp. de hibridaciéon de 50°C. Se
obtuvo ADN plasmidico de las colonias que amplificaron los productos especificos y se digirid
con las enzimas de restriccion adecuadas para la insercion en fase en el vector pGEX-14T
(BamHI-Xmal para las AC y BamHI-Notl para las AN) o pQE-30 (BamHI-Xmal). Los fragmentos
purificados de gel fueron ligados con los vectores previamente linealizados con las mismas
enzimas y los clones recombinantes fueron seleccionados del mismo modo que en el caso

anterior. Los plasmidos purificados se usaron para transformar células E. coli de la cepa BL21.

3.2.9.2 Obtencidn de la proteina recombinante a partir de bacterias transformadas

La obtencidon de la proteina recombinante de fusion GST-Tc38 se realizé del modo
descrito en el la Publicacion 2 (Duhagon et al., 2003).

Para intentar expresar en forma soluble las proteinas recombinantes correspondientes a
las versiones de Tc38 con deleciones se ensayaron diferentes concentraciones del inductor
IPTG, diferentes temp. y diferentes tiempos de induccién (2-4 horas a 37°C y 6-8 horas a 30°C),
como se detalla en la tabla 3.2.9.2.1. Para ello se crecieron las bacterias E. coli en 3mL de
medio LB o 2xYT ampicilina 100ug/mL hasta una densidad optica a 600nm de 0,7 con agitacion
fuerte y buena aireacion. Luego se indujo la expresion de la proteina recombinante con las
cantidades indicadas de IPTG y se dejo a la temp. indicada durante los diferentes tiempos de
induccion. Se centrifugaron las bacterias 5 seg, se descartd el sobrenadante y se resuspendio
cada pellet en 300uL de PBS 1x frio suplementado con inhibidores de proteasas (100ulL AEBSF
100mM, 3uL DTT 2M, 100uL pepstatina 1mg/mL, 50uL leupeptina 4mg/mL. Las bacterias en
PBS fueron lisadas por sonicacion en hielo (5 pulsos de 10 seg a 40 Hz). Alternativamente se
efectud tratamiento con lisozima (0,5mg/mL con 2,5mM EDTA) incubando 30 min en hielo
seguido de dos congelamientos-descongelamientos en freezer de —80°C. Luego se adiciond
20% triton X-100 y se incubd durante 30 min en hielo con agitacién para favorecer a la
solubilizacién de las proteinas. El lisado fue centrifugado 10 min a 12000g a 4°C y se separo el
sobrenadante (fraccion soluble) del pellet (fraccidn insoluble). A ambas fracciones se les agrego
tampon de carga para SDS PAGE 1x y se las hirvié durante 5 min para luego ser evaluadas en

geles de poliacrilamida al 12,5%.

Cepa Genotipo [IPTG] mM Temp °C
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BL21 Star D3-RIL F - ompT hsdSB (rB - mB - ) gal dcm rne131

(Invitrogen) (DE3) 0,05; 0,1 30, 37
BL21 D3 pLysS F - ompT hsdSB (rB - mB - ) gal dcm rne131

(Invitrogen) (DE3) pLysS (Cam R ) 0,1;0,25; 0,6 30, 38
BL21 Star D3-RIL F - ompT hsdSB (rB - mB - ) gal dcm rne131

pGroELS (DE3) pGroELS 0,05 30, 37
BL12 CodonPlus F - ompT hsdSB (rB - mB - ) dem+ Tet' gal endA

(Stratagene) Hte [argU ileY leuW Cam' 0,05; 0,1 30, 37

Tabla 3.2.9.2.1. Cepas usadas para expresar las proteinas de Tc38 con deleciones y condiciones de

inductor (IPTG) y temp. ensayadas.

Luego de evaluar las condiciones de induccion que produjera mayor cantidad de proteina
recombinante, se pasdé a escala preparativa inoculando un cultivo en 1L de medio 2xYT-
ampicilina (100pg/mL) a 37°C con agitacion hasta una densidad éptica a 600nm de 0,7. Se
indujo con IPTG 0,5mM y se dejo 4 horas a 28°C. El cultivo fue centrifugado a 7000g 10 min a
4°C para sedimentar las células, resuspendido en 50mL de PBS frio y sonicado en hielo. El
lisado fue luego centrifugado 20 min a 15000g a 4°C y el sobrenadante fue filtrado en un filtro de
0,45um. Las proteinas de fusion con GST se purificaron del lisado bacteriano por cromatografia
de afinidad usando glutation inmovilizado a una matriz de Sefarosa segun las instrucciones del

vendedor (Amersham Biosciences).

3.2.10 ANALISIS DE PROTEINAS

3.2.10.1 Obtencién de proteinas totales de parasitos

La preparacion de proteinas solubles se realizé a partir de epimastigotas en fase
exponencial de T. cruzi. Los parasitos se centrifugaron 15 min a 1500g y se lavaron 3 veces con
PBS 1x frio. Se resuspendieron en tampoén de lisis (Tris-HCI 10mM pH 7,5; EDTA 1mM; DTT
5mM; CHAPS 1%; glicerol 10%; 50ug aprotinina; 25uL AEBSF 100mM; 25ug pepstatina; 200ug
TLCK; 50ug Leupeptina y 100uL E64 0,5mM) a una concentracion de 5x10° parasitos/mL y se
dejo agitando 30 min en hielo. Finalmente se centrifugd el lisado 1 hora a 4°C a 20000g y se
guardo el SN conteniendo las proteinas solubles a —80°C.

Para la obtencion de proteinas totales, se centrifugaron los parasitos a 1500g durante 15
min y se lavaron con PBS 1x. Luego se resuspendieron en PBS 1x e igual volumen de tampon
de carga para SDS PAGE 2x hasta una concentracién final de 1x10° parasitos/pL, luego se

hirvieron durante 5 min para ser cargados en el gel de inmediato.
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3.2.10.2 Cuantificacion de proteinas

La concentracion de proteinas se determind usando el kit Protein Assay (Bio-Rad). El
mismo se basa en el método de Bradford (Bradford, 1976) e implica la adicién de un colorante
acidico a la solucion proteica y subsecuente medida espectrofotométrica a 595nm. La
comparacion con una curva estandar realizada con concentraciones conocidas de albumina de
suero bovino (Sigma) permite obtener una medida de la concentracion proteica en la muestra

problema.

3.2.10.3 Electroforesis de proteinas en condiciones desnaturalizantes: SDS
PAGE

La separacion de proteinas de acuerdo a su tamafio se realiz6 mediante la técnica de
electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida y SDS segun el método de Laemmli
(Laemmli, 1970). El método se basa en la carga negativa que adquieren las proteinas al unirse
al detergente SDS, por tanto, las proteinas migran de acuerdo a su tamario sin importar su carga
eléctrica original. La separacioén electroforética se realizo en geles discontinuos compuestos por
un gel concentrador de composicidon constante y un gel separador con un porcentaje de
acrilamida/bis-acrilamida dependiente del tamafio de las proteinas a separar.

La composicién del gel concentrador fue de Tris-HCI 125mM pH 6,8, SDS 0,1%,
acrilamida 5%/bisacrilamida 0,1%, persulfato aménico 0,04% y TEMED 0,1%. La composicion
del gel separador fue de Tris-HCI 375mM pH 8,8, SDS 0,1%, persulfato amoénico 0,04% y
TEMED 0,05%, los porcentajes de acrilamida fueron 12%, 12,5% y 15%.

Las muestras de proteinas se prepararon con un volumen de tampoén de carga para SDS
PAGE 2x y se desnaturalizaron a 100°C durante 5 min antes de ser cargadas en el gel. La
electroforesis se realizd en tampoén de corrida para SDS-PAGE 1x. Se utilizé una cuba Mini-V
8.10 Vertical Gel Electrophoresis System (Gibco BRL), realizdndose la electroforesis a un
amperaje entre 40-45mA.

Tincién con Azul de Coomassie. Una vez finalizada la electroforesis, los geles fueron

fijados en 15% etanol y 10% acido acético y tefiidos con una solucion de Azul de Coomassie
(Azul de Coomassie R 0,2%, metanol 40% y acido acético 10%) durante al menos 40 min.
Posteriormente los geles se destifieron en una solucién de acido acético 10%.

Tincidon con Nitrato de Plata para espectrometria de Masas MALDI-TOF. Para esta

técnica se tuvo la precaucién de trabajar en condiciones de evitar la introduccion de proteinas en
el procedimiento. Para esto se trabajo con guantes de latex libres de polvo, material
exhaustivamente lavado y separado para este uso, soluciones nuevas filtradas de uso exclusivo
también. Ademas, los geles se armaron y polimerizaron en flujo laminar. Luego de la corrida
electroforética se fijo el gel durante 20 min en metanol 50%, acido acético 10% por dos veces
consecutivas. Se dejo el gel 10 min en etanol 20% y luego 10 min en agua. Luego, el gel fue
reducido durante un minuto con tiosulfato de sodio (0,2 g/L) y lavado dos veces con agua
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durante 20 seg cada lavado. Se incubd posteriormente durante 30 min en nitrato de plata (2,0
g/L) y se lavd 20 seg con agua. A continuacion se sumergié el gel en solucién de revelado
conteniendo carbonato de sodio (30 g/L), formaldehido (1,4 mL de solucién 37%/L) y tiosulfato
de sodio (10 mg/L) durante 30 seg, se descartd la solucion y se dejo en el remanente de
solucién de revelado hasta obtener la intensidad de banda deseada. Finalmente se detuvo la
reaccion sumergiendo el gel en &cido acético 1% durante, al menos 20 min. Los geles se

guardaron en una solucion de etanol 10% y glicerol 4%.

3.2.104 Cromatografia de afinidad con GST-Tc38 unida a Affi Gel-10

Con el objetivo de identificar proteinas de T. cruzi que interaccionen con Tc38 se acopld
la proteina recombinante de fusion con GST a un soporte de Affi Gel-10 (BioRad). Para ello se
uso6 100 y de resina y se realizaron 3 lavados con tampdén de acoplamiento frio (Hepes 100mM,
CaCl2 10mM, pH 7,3) a 4°C. Se acoplé 1mg de proteina recombinante, previamente dializada
contra tampoén de acoplamiento, en tampdn de acoplamiento y se dejé 4 horas a 4°C con
movimiento suave.

Se bloqued con 01 ml de etil éster de glicina por ml de Affi Gel 10 y se dejé 1 hora
incubando a 4°C con agitacion. Finalmente se lavé con exceso de tampén de acoplamiento frio.
Se empaquetd una columna con la resina y se lavo con tampén de lisis de parasitos (Tris-Cl
10mM pH 7,5; EDTA 1mM; CHAPS 1%; glicerol 10% Triton 0,5% e inhibidores de proteasas).

Se pas6 extracto total correspondiente a 2x10° parasitos. Se lavé con 10 volimenes de
tampon de lisis y se realizaron 3 eluciones sucesivas con tampon de lisis y NaCl. Primero, se
eluyd la fraccion E1 con tampén de lisis mas NaCl 500mM. Luego la fraccién E2 con tampdn de
lisis mas NaCl 1000mM vy finalmente la fraccion E3 se obtuvo con tampdn de lisis mas NaCl

2000mM. Por ultimo se precipitaron las proteinas eluidas con TCA.

3.2.11 TRANSFECCION DE PARASITOS

3.211.1 Vectores para el estudio de la Sobreexpresién de Tc38

Para la sobreexpresion de Tc38 se utilizaron los plasmidos pTEX, pRIBOTEX y pTREX.
Se digirieron 2ug de estos plasmido y del plasmido ppHyb-tc38 con 2U de las enzimas EcoRl y
Sal | (Invitrogen) usando el tampodn Reac 2 (Invitrogen) en un volumen final de 30uL durante 2h
a 37°C. El plasmido lineal fue visualizado por electroforesis en gel de agarosa 0,8%, la banda
fue escindida del gel y purificada de la agarosa con el kit GFX PCR DNA and Gel Band
Purification Kit (Amersham Biosciences).

Finalmente se realizé la reaccion de ligacion utilizando relaciones molares inserto:vector

de 5:1 tal como se describe en 3.2.4.2. Con la mezcla de ligacion se transformaron bacterias
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competentes y se seleccionaron los transformantes en medio LB sdélido con ampicilina. Se
analizé la presencia de plasmidos con inserto por PCR de colonias (30 ciclos: 30 seg a 94°C, 30
seg a 50°C, 30 seg a 72°C) utilizando los primers MAD1 y MAD2 que amplifican una region del
gen de Tc38. Los clones positivos fueron crecidos en medio liquido en presencia de ampicilina y
se extrajo ADN plasmidico de ellos. La presencia del inserto se verificd por restriccion con las

enzimas usadas para el clonado y por secuenciacion.

3.2.11.2 Vectores reporteros para estudio del efecto de los repetidos (TG/CA)n

Las construcciones con el gen reportero luciferasa se realizaron a partir del plasmido
pTEX, y del plasmido comercial pGEM-luc (PROMEGA CORP. Corp., numero de acceso EMBL
X65316). Este ultimo posee el ADN copia (ADNc) correspondiente a la secuencia codificante del
gen de la luciferasa de Photinus pyralis, clonado originalmente por de Wet en 1985 (de Wet et
al., 1985). Las construcciones con el gen de la cloranfenicol acetil transferasa tomaron el
fragmento correspondiente al gen CAT de un de un plasmido pTEX-cat cedido por el Dr. Carlos
Robello y se inserté en el mismo vector pTEX preparado para generar el plasmido pTEX-luc. No
se empled el vector original porque tenia algunas diferencias de secuencia con el plasmidos
pTEX que disponiamos en el laboratorio.

Para clonar los genes reporteros en el vector pTEX se usaron los sitios de restriccion
para las enzimas BamHI y Xhol, del sitio de clonado multiple del vector.

Para realizar la insercion del las secuencias repetidas (TG)n en la posicién 5’'UTR de los
genes reporteros, se partio de oligonucleodtidos sintéticos de secuencia (TG)s y (CA)s5. Estos
oligos fueron en primera instancia fosforilados usando la enzima polinucleétido kinasa (PNK).
Posteriormente se generd la doble hebra por hibridacion en solucion de ambas cadenas de
hebra simple. Paralelamente, los vectores pTEX-luc/cat fueron cortados con la enzima Spel,
cuyo sitio blanco se encuentra en la zona correspondiente al 5’UTR del gen reportero o con la
enzima Sall/Xhol (CAT/Luc) en la zona correspondiente al 3'UTR (ver Fig. 4.2.1). Estas enzimas
generan extremos cohesivos, lo cual no permite el clonado de el fragmento (TG/AC)45s que posee
extremos romos. Por lo tanto, luego de ser purificado de gel de agarosa, el fragmento
correspondiente al vector lineal fue tratado con el fragmento Klenow de la ADN polimerasa de E.
coli para rellenar las regiones de hebra simple y producir entonces extremos romos compatibles.
Previo al tratamiento con Klenow, los extremos del vector fueron desfosforilados utilizando la
enzima fosfatasa alcalina, lo que evita la recircularizacion del vector durante la reaccién con
ligasa, ya que ésta requiere de grupos fosfato en los extremos 5" a ligar. Luego de realizarles
extracciones fendlicas, los fragmentos correspondientes al vector y a el repetido (TG/AC)qs se
ligaron con T4 ligasa.

La mezcla de ligacidon se uso para transformar células quimicamente competentes de E.
coli. Luego se extrajo ADN plasmidico de varios clones y se estudio la presencia y orientacion
del repetido (TG/CA)s. En el caso de los plasmidos con inserciones en el 5’'UTR se analizaron

56



Materiales y Métodos

los patrones de restriccion generados con la enzima Xbal en gel de poliacrilamida (Xbal corta el
vector en dos sitios que flanquean al sitio Spel generando fragmentos de 69pb o 99pb con o sin
insercidon respectivamente). Las inserciones en los extremos 3'UTR fueron analizadas por dot
blot utilizando como sonda el oligonucleétido (TG)4s marcado radiactivamente en el extremos 5.
Los clones seleccionados fueron secuenciados para verificar la presencia, la orientacion y el

largo de los repetidos insertados.

3.2.11.3 Condiciones de electroporacion y seleccion de transfectantes

Los plasmidos se purificaron a partir de cultivos bacterianos de 100ml utilizando el kit
QUIAGEN Plasmid Maxi Kit (Quiagen) y se resuspendié el ADN plasmidico en el tampdn de
electroporacion HBS. Por otro lado, epimastigotas en fase exponencial fueron lavados con PBS,
centrifugados y resuspendidos en tampén HBS a una concentracién final de 108 parasitos/mL.

Se mezclaron 400uL de parasitos (4x107) del clon CLBrener o Dm28 con 50uL de ADN
plasmidico de concentracion 2ug/uL y se dejé 10 min en hielo. Se dieron dos pulsos de 500uF a
450 voltios (electroporador Gene Pulser Il Biorad) y se volvié a poner en hielo 10 min mas.
Finalmente se pas6 a 10mL de medio LIT a 28°C. Se realizé un control negativo en el que se
electroporaron parasitos sin agregar ADN plasmidico.

Luego de 48 horas de la transfeccion, se comenzd con el proceso de seleccion de
transfectantes, se agrego 250ug/mL de G-418. 48 horas después se diluy6 el cultivo al medio y
se aumentd la cantidad de antibidtico G-418 a 500ug/mL y se dejé a 28°C. Después de 72 horas
mas se diluyo el cultivo al tercio manteniendo la cantidad de antibiético a 500ug/mL. El proceso
de mantenimiento de la cepa se llevd a cabo dando sucesivos repiques al cultivo cada 72 horas
manteniendo la presion del antibidtico a 500ug/mL. La evolucion de los cultivos se controlé por

microscospia optica.

3.2.12 TECNICAS INMUNOLOGICAS

3.212.1 Obtencién de Antisuero anti-Tc38

Para la obtencion de anticuerpos contra la proteina Tc38 recombinante se utilizé un
conejo de la cepa New Zealand White. Se realizaron tres inmunizaciones por via subcutanea
con 200ug de proteina, de acuerdo al siguiente protocolo. La primera inmunizacion se realizé
con 200ug de proteina en 500uL de PBS con un volumen igual de Adyuvante Completo de
Freund (Sigma), mezclandose hasta lograr una emulsion homogénea. La emulsion se inyectd
por via subcutanea en tres sitios diferentes. Dos semanas después se realizé la segunda
inmunizacion con igual cantidad de proteina, pero esta vez con un volumen igual de Adyuvante

Incompleto de Freund (Sigma), siguiéndose el mismo procedimiento que en la primera.
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Transcurridas otras dos semanas se realizo la tercera inmunizacién de igual manera que la
segunda.

A los 15 dias se realizé la sangria final mediante extracciéon de 50mL de sangre de la
vena marginal de la oreja. Los sueros se prepararon incubando las muestras de sangre durante
cuatro horas a TA y posteriormente se incubaron en hielo 1 hora para permitir la contraccion del
coagulo y se centrifugaron durante 15 min a 2500g. Del sobrenadante alicuotado se almaceno la
mitad a 4°C con 0,02% de azida de sodio y la otra mitad a —80°C.

3.2.12.2 Purificacion del Anticuerpo anti Tc38

Las IgG presentes en el suero antiTc38 fueron purificadas con DEAE Affi-Gel Blue gel
(BioRad). DEAE Affi-Gel Blue gel es una matriz de cromatografia de afinidad e intercambio
i6nico preparada mediante el acoplado de grupos Dietilaminoetil y Cibacron® blue F3GA a un gel
de agarosa Bio-Gel® A-5, lo cual hace posible obtener IgG altamente purificadas a partir de
suero optimizando la fuerza iénica y el pH del tampoén de aplicacion (Tris-HCI 20mM pH 8, NaCl
25mM, NaN3; 0,02%). El protocolo se llevd a cabo de la siguiente manera, se dializ6é el suero
contra tampon de aplicacion, luego se lavo la matriz (10mL de gel) con 5 volumenes de acido
acético 0,1M pH 3, NaCl 1,4M y 40% isopropanol y con 10 volimenes de tampoén de aplicacion.
Se procedié entonces al armado de la columna y se lavd con 3 volumenes de tampoén de
aplicacion, se aplicdé la muestra (3mL de suero), se lavd con 3 volimenes de tampon de
aplicacion y se colectaron 5 fracciones de 5mL cada una.

Por otro lado, se purifico la IgG anti-Tc38 especificamente. Se utilizé el soporte de
afinidad Affi-Gel®10 gel (BioRad) capaz de acoplar con alta eficiencia ligandos que posean
grupos aminos. Se acoplé 1mg de proteina Tc38-GST a 200uL de Affi-Gel®10 gel (BioRad)
activado siguiendo las instrucciones del comerciante. Se bloquearon los sitios libres con 100uL
de Glicinetilester 1M durante 1 hora a 4°C. Se lav6 el gel con tampon Hepes 0,1M; CaCl, 10mM
y se incubd con 5mL de suero purificado por DEAE Affi-Gel Blue gel. Finalmente se lavo el gel
con PBS y se eluyd el anticuerpo antiTc38 con glicina 0,2M pH 2,5 neutralizandose
inmediatamente con Tris pH 11 hasta llegar a un pH final de 7.

Para una purificacion mas exhaustiva, se procedié a purificar el anticuerpo por afinidad
usando la proteina Tc38 pura unida a una membrana de nitrocelulosa. Para ello, se recorté un
fragmento de membrana conteniendo la proteina y se bloqued 30 min con leche descremada 5%
BSA en PBS-Tween 0,1%. Se lavo con PBS-Tween 0,1% y se incubd con el suero anti-Tc38
durante 1 hora a TA. Luego de lavada la fracciéon no unida a la proteina, se eluyo el anticuerpo
unido incubando 5 min con tampdn glicina pH 2,7 con agitacion fuerte. La solucion fue
neutralizada agregando un décimo de volumen de Tris 2M pH 8 para prevenir la
desnaturalizacién del anticuerpo. Finalmente el anticuerpo purificado fue dializado en PBS 1x
ON a 4°C.
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3.2.12.3 Transferencia de proteinas a membranas y Western blot
Se separaron las proteinas en geles SDS-PAGE tal como se comenta en 3.2.8.1 y se

transfirieron a membranas de nitrocelulosa Hybond ECL ™

(Amersham Biosciences) en una
cuba Hoefer TE Series-Tank Transphor Unit (Amersham Biosciences) con tampén de
transferencia para Western blot segun protocolos establecidos (Ausubel, 1987). Se dejo
transferir durante toda la noche a 20mA.

Se desarmod la transferencia y se puso a bloquear la membrana con 5% leche
descremada en PBS-T (PBS 1x/Tween 20 0,1% v/v) durante 1 hora con agitacion. Se lavo la
membrana con PBS-T en exceso y se incubd una hora con el anticuerpo primario diluido 1/250
en PBS-T. El anticuerpo unido fue detectado usando un anticuerpo secundario de cabra anti-
conejo conjugado a peroxidasa (AffiniPure goat anti-rabbit 1gG (H+L), Jackson
ImmunoResearch) diluido 1/7.500. El desarrollo de color se llevé a cabo usando 5mg de DAB
(Sigma) diluido en 10mL Tris 0.05M pH 7,6 y 10uL H,O, 30%. La reaccion fue detenida con

agua.

3.2.13 TECNICAS DE ESTUDIO DE INTERACCIONES PROTEINA-PROTEINA

3.2.13.1 Co-Inmunocaptura

La inmunocaptura se realizé acoplando la fraccion IgG purificada del suero de conejo
inmunizado con la proteina recombinante GST-Tc38 a una columna con Proteina A Sepharose™
4 Fast Flow (Amersham-Bioscience). Todo el procedimiento se llevo a cabo a una temp. de 4°C.
La resina se preparé lavando extensamente con buffer 50 mM Tris buffer A (50mM Tris pH 7,5;
150mM KCI; 5mM EDTA; 0,5mM DTT; 80ug/mL PMSF; 0,2% NP-40) y se colocé 200uL en una
columna de vidrio de 0,5cm de diametro (Econo-Columns, BioRad) lentamente. Luego de
empaquetada, se conectd a una bomba (Pharmacia LKB.Pump-P1) a presién constante de
1,0mm, correspondiente a un flujo de alrededor de 0,05mL/min. Se incubd con 200uL de IgGs
de suero anti-Tc38 (2,5mg/mL) ug del anticuerpo y se incubo 1 hora en heladera. A continuacion
se bloquearon los sitios reactivos inespecificos por adicién de 1 volumen de leche descremada
4% en buffer A y se incubd ON en heladera. Luego se lavo con 10 volumenes de buffer A 'y se
adiciond 1 volumen de extracto de proteinas totales de epimastigotas de T. cruzi (3mg) en buffer
A preparado del modo descrito anteriormente. Se incuba de 30 min y se lava la columna con 2
volumenes de buffer A. Finalmente se eluye en buffer A con concentraciones crecientes de KCI

en tres pasos que consisten en: 300mM, 500mM y 1M) de KCI.

3.2.13.2 Co-Inmunoprecipitacién
También se probd el mismo procedimiento en batch (Co-Inmunoprecipitacion); en este

caso las incubaciones y lavados se realizaron con movimiento suave para evitar que decante la
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resina y se utilizaron centrifugaciones breves (2 min) a velocidades bajas (500g). Los
procedimientos en batch no incluyeron bloqueo con leche, dado que producian una
contaminacion importante cuando se analizaron por espectrometria de masas. En estos casos la
incubacion con los extractos de Tc38 se realizé durante toda la noche.

En ambos casos los extractos proteicos de T. cruzi fueron previamente sometidos a un
“pre-aclarado” para disminuir las interacciones inespecificas entre las proteinas del parasitos y
las IgGs de conejo o la misma proteina A. Para esto se incubaron durante 15 min 50uL de IgGs
de conejo no inmunizado con Tc38, con 50uL de Proteina A Sefarosa. Esta mezcla se adiciond
a los extractos de cruzi y se incub6é durante 30 min con movimiento suave. Por ultimo se
centrifugd y se utilizé el SN para someter a la cromatografia de afinidad con ProteinaA-Sefarosa
unida a IgGs a Tc38.

Las fracciones eluidas se precipitaron con TCA y se analizaron en geles de
poliacrilamida al 10% tefiidos con Nitrato de Plata. Luego de la tincion las bandas se recortaron
del gel y se analizaron por espectrometria de masas de péptidos tripticos en la Espectrometro
de masa MALDI-TOF del Nucleo de Servicios de Alta Tecnologia (N-SAT) de la Facultad de

Ciencias.

3.2.14 TECNICAS DE ANALISIS DE INTERACCIONES ADN-PROTEINAS

3.2.14.1 Ensayo de cambio de movilidad electroforética (EMSA)

Esta metodologia se describe en las Publicaciones 1 y 2 asi como en el manuscrito
presentado. El analisis en gel de retardo (del inglés electrophoretic mobility shift assay o EMSA)
de las interacciones ADN-proteina fue realizado segun métodos estandar con algunos ajustes
(Duhagon et al., 2001). Las reacciones fueron llevadas a cabo en un volumen de 20uL con
tampon conteniendo Tris-HCI 10mM, KCI 10mM, MgCl, 10mM, DTT 1mM, EDTA 0,1M. Como
competidores inespecificos se usé ya sea espermidina 10mM, 1ug heparina, 1ug BSA 6 1ug
poli-didC. 1ng de oligorribonucleétido marcado (10-30000cpm) fue usado en cada reaccion. Los
competidores fueron adicionados a TA durante 10 min, antes de la adicién de sonda marcada.
Las incubaciones con anticuerpos se realizaron en las mismas condiciones. Luego, las
reacciones fueron incubadas 20 min a TA y cargadas en geles nativos al 6% acrilamida. Los
geles fueron pre-corridos a 200 voltios a 4°C y luego corridos con las muestras durante 3-4
horas a 250 voltios y 4°C. Luego fueron secados y expuestos a filmes de rayos X usando

pantallas amplificadoras a -80°C.

3.2.14.2 Southwestern blot
En el ensayo de Southwestern blot (Miskimins et al., 1985) las proteinas separaron

electroforéticamente y se transfirieron a una membrana del modo descrito arriba. Luego se
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desnaturalizaron en la membrana incubandola en 50 ml de buffer de hibridacion (NaH,PO,
10mM pH 7,2, NaCl 0,5 M, EDTA 1mM, Triton X-100 0,2%) conteniendo hidrocloruro de
guanidina 6 M durante 5 min a TA {Vinson, 1988 #345}. Luego se incubo en una solucion diluida
de hidrocloruro de guanidina 1:1 con buffer de hibridaciéon (por lo tanto reducida un 50% la
concentracién de la sal) durante 5 min a TA. Se repitidé 4 veces el mismo procedimiento de tal
modo de reducir paulatinamente la concentracion de hidrocloruro de guanidina. Luego se lavé la
membrana dos veces en buffer de hibridacion y se bloqued por una hora a TA. En el mismo
buffer suplementado con leche deshidratada al 4%.

Para la etapa de hibridaciéon de la membrana con la sonda oligonucleotidica se sumergio
la membrana en 10 ml de buffer de hibridacion conteniendo la 50ng de la sonda (TG)4, marcada
por marcado de extremo con [32P]y-dATP con una actividad especifica de aproximadamente
2x10* dpm/ng. Se incubd 2 horas a TA. Finalmente se retiré la solucion radioactiva y lavar la
membrana 2 veces 15 min con buffer de hibridacion y se expuso la membrana envuelta en
Saran Wrap a una placa de radiografica BioMax (Kodak) en la oscuridad a —80°C. La placa
radiografica fue revelada quimicamente por procedimientos estandares y fue analizada en un

Phosphorimager.

3.2.14.3 UV- crosslinking

Para esta aproximacion se prepararon las reacciones de unién esencialmente descritas
para el EMSA, se incubaron 20 min a TA (luego de la incubacién con competidores en los casos
correspondientes) y se colocaron en placas de ELISA de 96 pocillos con fondo plano. Las placas
se apoyaron sobre hielo y se cubrieron con SaranWrap y se colocaron en el equipo de UV-
crosslinker (Hoefer) a 4 cm de la fuente de luz. Las reacciones fueron irradiadas durante 30 min
a 254 nm.

3.2.15 ANALISIS DE EXPRESION DE GENES REPORTEROS

3.2.15.1 Ensayo de actividad luciferasa

La cuantificaciéon de la proteina luciferasa se realiza a través de la medida de su
actividad enzimatica. Esta actividad consiste en la oxidacién de una molécula de luciferina para
dar el producto oxiluciferina, produciendo un destello luminoso cuya intensidad decae
rapidamente. El sistema Luciferase Assay System (PROMEGA Corp.) permite una emisiéon de
luz constante que puede, por tanto, ser medida de manera confiable en un luminémetro. Se
prepard un extracto proteico de T. cruzi centrifugando 50mL de cultivo en fase exponencial y
resuspendiendo el pellet en 2mL del tampon de lisis CCLR (Cell Culture Lysis Reagent,
PROMEGA Corp.). Se homogenizé brevemente con un homogenizador a bateria para tubos
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eppendorf (Pellet Pestle Motor, KIMBLE / KONTES Inc.). La concentracion de proteinas fue
medida posteriormente por ensayo de Biuret. Luego del agregado de 100uL de luciferina a 20uL
de la muestra, la produccién de luz se midié en un luminémetro modelo LUMIstar (BMG
Labtechnologies GmbH). Las reacciones se llevaron a cabo en placas de ELISA de 96 pocillos.

Cada pocillo se evalué durante 10 seg.

3.2.15.2 CAT-ELISA

La cuantificacion de la proteina CAT se realiz6 a través del sistema CAT ELISA (Roche)
el cual se basa en la union de la proteina del extracto a un anticuerpo especifico unido a la
superficie de la placa, que es reconocido entonces por un anticuerpo anti-cat marcado con
digoxigenina. Este es reconocido luego por un fragmento Fab-anti-DIG conjugado a una
peroxidasa la cual actua sobre el ABTS generando un producto coloreado el cual es medible
espectrofotometricamente a 405nm. El kit cuenta con un estandar de cat.

Se preparo un extracto proteico de T. cruzi centrifugando un cultivo en fase exponencial
a 7000g durante 10 min a 4°C lavado 2 veces en PBS con inhibidores de proteasas,
resuspendiendo el pellet en el tampdn de lisis como se describié para el ensayo con luciferasa.
La concentracion de proteinas totales fue medida mediante BioRad Protein Assay (BioRad). Se
hicieron diluciones seriadas al medio del extracto de T. cruzi a 1x10* células/ml. En la reaccion
se utilizaron diluciones 1/400, 1/800 y 1/1600 del mismo.

3.2.16 INMUNOHISTOQUIMICA

Para los ensayos de localizacién celular se lavaron epimastigotas en fase exponencial
con PBS a 4°C, se resuspendieron a una concentracién final de 2x10° parasitos/mL y se
depositaron 20uL de la suspensidbn de parasitos en portaobjetos dejandose secar
completamente a TA. Los protocolos empleados para la inmunohistoquimica y el marcado de

ADN se describen en Materiales y Métodos del Manuscrito presenado.
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Resultados y Discusién

4.1 Los Dinucledtidos en los

tripanosomatidos

El proyecto de esta Tesis plantedé como objetivo continuar el analisis de la abundancia y
distribucion de los repetidos de dinucledtidos y particularmente de los (TG/CA)n. Durante el
trabajo de Maestria realizamos un analisis preliminar en un Contig de T. cruzi, y eso di6 lugar a
la Publicacion 1. que se presenta aqui como antecedente del trabajo de la seccion 4.1.2. El
analisis a los genomas completos de los Tritryps incursionando en nuevas preguntas acerca de
los patrones de distibucion de los repetidos. La aproximacion metodolégica se basa en la usada

previamente y por nos parecio util incluir el trabajo en esta seccion.

4.1.1 PUBLICACION 1. ABUNDANCIA Y DISTRIBUCION DE LOS
DINUCLEOTIDOS (TG/CA)N EN EL GENOMA DE T. CRUZI. DUHAGON,
MA ET AL. BBRC (2001)
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In trypanosomatids, the mechanisms of gene expres-
sion regulation are not yet well understood. The genes
are organized into long polycistronic transcription
units separated by intergenic regions that may con-
tain the signaling information for nucleic acid pro-
cessing. Poly-dinucleotides are frequent in these re-
gions and have been proposed to be involved in gene
expression regulation. We analyzed their frequency in
CDsS-flanking sequences of sense strands in Trypano-
soma cruzi and established that all but poly[dC-dC],
poly[dC-dG], and poly[dG-dG] are significantly more
frequent than expected by chance. Poly[dT-dG]-[dC-
dA] is among the longest and most frequent poly-
dinucleotides and shows a remarkable strand asym-
metry. Furthermore, electrophoretic mobility shift
assays using T. cruzi epimastigotes nuclear extracts
demonstrated the existence of at least, one sequence
specific single-strand binding activity for each strand.
These results strongly suggest that poly[dT-dG]-[dC-
dA] sequence is involved in regulatory mechanisms of
relevance for the parasite biology. © 2001 Academic Press

Key Words: poly-dinucleotide frequency; strand
asymmetry; electrophoretic mobility shift assay; DNA-
protein interactions; single-stranded DNA binding
proteins; gene expression.

The kinetoplastid parasite Trypanosoma cruzi is the
etiological agent of Chagas disease. It constitutes a
major health problem affecting several million people.
Its endemic area expands along South and Central
America and Mexico. Trypanosome protein-coding
genes are arranged in large polycistronic transcrip-
tional units from which individual mMRNAs are gener-
ated by 5' trans-splicing, involving the addition of a
small conserved RNA called spliced leader (SL) and 3’
polyadenylation. During the past years, several groups
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have been working to elucidate the mechanisms that
control gene expression in trypanosomatids (1).

Very few promoters for protein coding genes have
been identified in trypanosomes. The variant surface
glycoprotein (VSG) expression sites and the procyclic
acidic repetitive protein (PARP) genes of T. brucei have
been described as regulated at the level of transcrip-
tion. These genes are transcribed by an «-amanitin
resistant RNA polymerase (RNA pol) and may repre-
sent natural protein-coding genes transcribed by the
RNA pol I, or an RNA pol I-like enzyme (2). The struc-
ture of the promoters for all other protein-coding genes
transcribed by the conventional a-amanitin-sensitive
RNA pol Il has not yet been clearly defined. In fact,
only a few of them have been reported (3, 4 and refer-
ences therein), but their ability to increase transcrip-
tion initiation is not clear. Concerning the transcrip-
tion of the SL RNA, the experiments designed to
analyze the putative promoter activity involved sug-
gest that it is not a strong promoter (reviewed in 5).
Very recently it has been demonstrated that the SL
RNA is transcribed by an RNA pol Il enzyme (6).

The intergenic regions of different polycistrons are
capable of initiate the transcription of the downstream
genes although no classical promoter elements have
been identified in them. Besides, kinetoplastid tran-
sient transfection plasmids support promoter indepen-
dent transcription. Likewise, the most common expres-
sion vectors used in T. cruzi place intergenic regions in
front of the cloning site to initiate transcription (7).
Recently, the complete sequence of the Leishmania
major chromosome 1 has been reported. All its protein-
coding genes are organized in two “head to head” units
with absolute strand polarity (8). Interestingly, a sim-
ilar arrangement has been observed in the longest T.
cruzi contig published (9). From these evidences, two
possible explanations for transcription initiation have
been proposed: either the presence of a single RNA pol
Il promoter region upstream of each long polycistronic
transcription unit or, alternatively, the existence of
multiple sites somehow randomly distributed along the
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chromosome which can adopt transient open conforma-
tions favoring the initiation of transcription (3, 10, 11).

DNA-protein interactions have been detected for the
spliced leader (SL) promoter in trypanosomatids (5, 6)
and in the VSG and PARP promoters in T. brucei. For
the VSG and PARP genes, the binding activity to the
core promoter region is mainly found when the DNA is
in the single stranded form, both in the coding and in
the noncoding strand (2, 12). This could imply that a
melted form of DNA is necessary for transcription ini-
tiation. In addition for VSG promoter, double stranded
DNA binding activity has been identified in blood-
stream-form trypanosome nuclear extract (13). Factors
from T. cruzi extract that interact with AP-1 sequences
both in single and double stranded form have been also
found (14).

Dinucleotides repeats are highly frequent in inter-
genic regions and have also been observed in T. cruzi
(9). Several relevant biological roles have been ascribed
to repetitive motives since they can adopt different
structural conformations and may represent targets
for protein recognition. Furthermore, they have been
shown to be involved in regulation of gene expression.

In this work we studied the presence and distribu-
tion of dinucleotide repeats in CDS-flanking regions of
T. cruzi genome. Firstly, we established that most
types of poly-dinucleotide repeats are significantly
more abundant than what is expected by chance. Sec-
ondly, we could determine that poly[dT-dG]-[dC-dA]
exhibits asymmetrical strand distribution. Finally, we
found out that this dinucleotide repeat constitutes a
specific target for single-stranded binding proteins con-
tained in nuclear extracts from T. cruzi epimastigotes.

MATERIALS AND METHODS

Computational analysis. Poly-dinucleotide occurrences in CDS-
flanking regions were studied for each of the possible combinations of
nucleotides. Two independent data sets were created for the analysis.
One data set (C) was constructed using the three overlapping sequences
that define a 93.4-Kb T. cruzi contig (9) (AF 052831, AF 052832, AF
052833). The other was obtained from the genome sequences registered
in the GenBank using the entrez facilities. Reported sequences with a
coding annotation (CDS), were selected (494 sequences). The CDS-
flanking regions of these sequences were used to form the other data set
(SI), and comprised 103,971 nt. The occurrence (O) and length (n) of
perfect poly-dinucleotides [dX-dY],, with n = 4 were determined for both
data sets (Sl and C) and these data were used to define a parameter F
(F = n-0). For each poly-dinucleotide a unique value (D) consisting in
the addition of every F (D = 3F(n)) was obtained and normalized for the
total number of bases in the corresponding data set (1.04 for SI and 0.93
for C). The occurrence (O) and length (n) of nonperfect poly-
dinucleotides were also studied using the Tandem Repeat Finder pro-
gram (TRF) (15) for n = 10 in both data sets (Sl and C). In this case F
also includes a factor (a), varying between 0 and 1, that measures the
matching proportion of the corresponding perfect poly-dinucleotide (F =
n-0O-a). As above, for each poly-dinucleotide a unique value (D) consist-
ing in the addition of every F was obtained and normalized.

The randomly expected frequencies for each perfect poly-
dinucleotide were determined dividing the product of each nucleotide
occurrences (X) by the size (N) of the data set, [(X/N)-(Y/N)]", for n =

99
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4. These frequencies multiplied by the length of the corresponding
data base (N) gave the number of poly-dinucleotides expected by
chance (E). For C N = 93,435 nt; A, 24,114; C, 21,734; G, 23,541; T,
24,046. For SI N = 103,971 nt; A, 27,613; C, 21,035; G, 24,360; T,
30,963. The significance of the deviation of observed (O) from ex-
pected (E) values was measured using the x® test calculated as
[(O-E)*/E] and was then compared to tabulated values for one degree
of freedom. Here the observed values (O) were considered as the
number of poly-dinucleotides with n = 4, irrespectively of the length.
To analyze the existence of a significant difference in the distribution
of the complementary perfect poly-dinucleotides a difference of two
proportion hypothesis test (Z) was performed (Z = (O, — O,) — (E; —
E.)/[0:(1 — O,)IN + O,(1 — O,)/N]*®) and the results were contrasted
to tabulated values. For this purpose database C was evaluated
considering hypothetical coding strand switch at base 34,000 (9).

Nuclear extracts. Nuclear extracts were prepared as reported for
T. brucei (2), with some modifications. T. cruzi CL Brener strain
epimastigotes were grown at 28°C in liver infusion tryptose (LIT)
liquid medium supplemented with 10% heat inactivated fetal calf
serum (Sigma) to late-log phase and 10° parasites were centrifuged
10 min at 1000g. Cells were washed three times in PBS and the final
pellet was resuspended in buffer Tris-HCI 10 mM pH 7.6, 2 mM
MgCl,, 5 mM KCI, 2 mM CaCl,, 0.5 mM DTT, 1 mM EDTA, 1 mM
spermidine, and 6% PEG. After 10 min on ice, NP-40 was added to a
final concentration of 1.5%. All buffers used contain 1 mM PMSF, 1
M pepstatin, 0.6 uM leupeptin and all steps were carried out at 4°C.
The cell suspension was homogenized in a Tri-R Stir-R homogenizer
(Model K41) at 3000 rpm. One volume of 0.64 M sucrose, 40 mM
Tris—=HCI pH 7.6, 60 mM KCI, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 0.5 mM
DTT, and 1 mM spermidine was added. The disrupted cells were
centrifuged for 10 min at 15009 at 4°C. The supernatant was dis-
carded and the pellet resuspended in 1 ml of buffer 20 mM Hepes pH
7.9, 100 mM KCI, 0.2 mM EDTA, 20% glycerol, 0.5 mM DTT, 1 mM
PMSF. The suspension was centrifuged for 1 h at 25,0009 at 4°C. The
supernatant was removed and the pellet was resuspended in 500 ul
of the former buffer and homogenized with 20 strokes of a microfuge
tube homogenizer (K Deltaware). Soluble nuclear fractions were
stored at —80°C. Protein concentration was determined by Lowry’s
method using bovine serum albumin as standard.

Binding reaction and electrophoretic mobility shift assays. DNA-
protein gel retardation analysis was performed according to stan-
dard methods. Reactions were carried out in 20 ul reaction volume
containing binding buffer (10 mM Tris—HCI, 10 mM KCI, 10 mM
MgCl,, 1 mM DTT, 0.1 M EDTA), 5 mM spermidine and 2 ug
(poly[dI-dC]-poly[dI-dC]) as a nonspecific competitor. The oligode-
oxynucleotides ([dT-dG];s or [dC-dA],;s, Operon Technologies) end-
labeled with [y-*P]dATP and T4 polynucleotide kinase were used.
Reactions were incubated for 20 min at room temperature and
loaded onto a native 6% polyacrylamide gel. For competition assays
a 15 nt poly[dT] oligodeoxynucleotide, two different oligodeoxynucle-
otides named CR4 (TAATCCGCATGCGTTGCACAGGTAGT) and
MP1 (CGCCGGGCGTGTGCTGCCAAACCGCTGACC) and a 300-bp
Ncol fragment which contains a 28-bp poly[dT-dG] repeat obtained
from the intergenic region between the tcpgp2 and ptrl gene of T.
cruzi (16) were used. Specific competitors were added at room tem-
perature 10 min before the addition of the labeled probe.

RESULTS AND DISCUSSION

High Abundance and Asymmetrical Strand
Distribution of Poly[dT-dG]-[dC-dA]
in CDS-Flanking Regions of T. cruzi

In order to study the peculiar dinucleotide abun-
dance in the genome of T. cruzi, we analyzed the na-
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ture and frequency of poly-dinucleotide in CDS-
flanking regions. Two data sets (C) and (SI) concerning
sense strand were constructed. Since there are only
very few sequences with defined untranslated regions
(UTRs), the term “flanking” in this work includes both
UTRs and intergenic regions. The data base Sl con-
tains flanking sequences of variable length adjacent to
the coding regions meanwhile the data set C contains
complete intergenic plus UTR sequences. Therefore Sl
is enriched in regions surrounding CDS compared to C.
A computational analysis for poly-dinucleotide content
was carried out. A parameter (D) comprising both oc-
currence (O) and length (n) for the different repeti-
tive lengths was determined for each perfect poly-
dinucleotide and normalized for the total number of
bases in the corresponding data set. The results ob-
tained for each poly-dinucleotide are shown in Fig. 1A.
The longest and most frequent poly-dinucleotides are
poly[dA-dA], poly[dT-dT], poly[dA-dT], and poly[dT-
dG]. Though this appreciation is valid for both data
sets, a remarkable difference in relative abundance is
observed. There is a higher amount of poly[dA-dA],
poly[dT-dT] and poly[dA-dT] in C than in SI. Deletion
of an AT rich region with no ORFs in the contig did not
modify this finding (data not shown). Strikingly, the
poly[dT-dG] is the poly-dinucleotide with the highest D
value in the regions surrounding the CDS (SI). Subse-
guently, we carried out the analysis of the frequency of
nonperfect poly-dinucleotides repeats using the Tan-
dem Repeat Finder program (15) and calculated the
parameter D for n = 10. Similar results were obtained
(Fig. 1B).

The high abundance of poly[dA-dA], poly[dA-dT] and
poly[dT-dT] both as perfect or nonperfect repeats could
be related to a conformational role in DNA dynamics
due to their propensity to adopt a bending structure.
The presence of A and T rich regions in the 3’ flanking
regions of CDS has been related to mRNA stabilization
in different organisms and very recently in T. cruzi
(17). Besides, polydA-polydT sequences have been
shown to preset chromatin structure accessible to tran-
scription factors by means of nucleosome destabiliza-
tion (18).

In order to determine the statistical significance of
the abundance of the poly-dinucleotide repeats an
analysis of the expected frequency of poly-dinucleo-
tides with n = 4 was carried out attending the base
composition of the corresponding data set. The ob-
served and expected frequencies were compared using
a x° test. Coincidentally with qualitative appreciation,
all perfect poly-dinucleotides except poly[dC-dC],
poly[dC-dG] and poly[dG-dG], display significant devi-
ations from the expected frequency (P < 0.0001) in
both data sets (Table 1).

Taking into account the presence of a long tract of
the dinucleotide (dT-dG) in the intergenic regions be-
tween the developmentally regulated genes of T. cruzi
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FIG. 1. Analysis of poly-dinucleotide repeats occurrence in CDS-
flanking regions of T. cruzi. (A) Abundance parameter (D) obtained
for perfect poly-dinucleotides (XY), with n = 4 in Sl (no color) and in
C (black). (B) Abundance parameter (D) obtained for non-perfect
poly-dinucleotides with n = 10 in Sl (no color) and C (black). Poly-
dinucleotide sequences are indicated in the abscissa.

H-like locus (16, 19, 20) and the relevance of CDS-
flanking regions in the regulation of the stage specific
expression (1), we analyzed the location of perfect

100
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TABLE 1
Observed and Expected Values of Poly-dinucleotides [(XY)n] for n = 4 in CDS-Flanking Regions of T. cruzi

AA* AC/CA* AG/GA* ATITA* CcC CG/GC CT/TC* GG GT/TG* TT*
(0] 81 9 13 58 2 2 13 3 27 84
C E 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
o 46 37 17 34 1 2 15 0 7 42
SI E 3 3 3 4 3 3 3 3 3 7

Note. O represents the observed number of poly-dinucleotides with n = 4, E the expected values and * indicates significant deviations from

the expected values (P < 0.0001) by x° test.

poly[dT-dG] relative to the CDS for the Sl data set. The
genes bearing these repeats are listed (Table 2). We
were unable to find out a clear pattern of location.
However, the polycistronic nature of the mRNAs and
the fact that very few reported sequences have pre-
cisely defined UTR could be hindering its identifica-
tion. Besides, in this analysis, the distinction between
3’ or 5’ flanking regions for sequences that contain
more than one ORF is arbitrary. As trivially expected,
these repeated sequences are more frequently found in
flanking sequences compared with coding sequences.
The largest [dT-dG], elements (n = 7) are only found in
CDS-flanking regions, and when n = 5 more than one
tract is usually found. No relationship between the
presence of the poly[dT-dG] in the CDS-flanking se-
guences and characteristics as expression level, codon
usage and properties of the encoded protein could be

detected. It is worth to mention the existence of a clear
bias in the database to sequences encoding antigens or
proteins from the noninfective stage. Nevertheless, the
absence of a correlation with particular characteristics
could favor the interpretation that these elements are
involved in general processes of gene expression.

In the Sl data set, the magnitudes of the frequency
deviations between the complementary poly-dinu-
cleotides are similar with only one exception: the
poly[dT-dG]-poly[dC-dA] (Table 1 and Fig. 1). The
poly[dT-dG]-poly[dC-dA] turn up as the only pair of
complementary poly-dinucleotides that displays a sig-
nificant deviation of frequency proportion in the Sl
data set (Z = 3.40 P < 0.0003). This peculiarity is also
observed when comparing the theoretical sense strands
in the contig (Z = 2.0 P < 0.02). The location, high
quantity and asymmetrical distribution of poly[dT-

GenBank Accession No. and Definition of the Sequences Presenting Poly[dT-dG] in the CDS-Flanking Regions

TABLE 2

Length (n) and location

Accession No. Definition
ZAT7798 cystatin
L76077 elongation factor 1-alpha
M65021 insect stage-specific antigen (GP72)
AHO008347 KMP11
U70620 Ca2-+-ATPase gene
U24190 Tc40 antigen
M25364 kinetoplast-associated protein (KAP)
AF047023/AF004380 paraflagellar rod component Parlh
X62144 PO ribosomal protein

U11272/U06070/AF044733
u31282

poly(A) binding protein
dehydrogenase gene

M61732/X57235/M21582 neuraminidase (TCNA), acute phase antigen
M97956 beta tubulin and alpha tubulin
Y09115 histone H2A

u04340 TCA33 amastin

X02838 1F8 protein

AF099099 TolT1, TolT2 and TolT3

U25030 tuzin gene

L01584 calcium-binding protein (CUB2.8)
749222 P-glycoprotein

Y11262 dihydrolipoamide dehydrogenase
AF051696 sialidase homolog (P85.2)

L27659 histone H3

11 66

4*3101 7*1271 6+193
57575v 77485v 67951 6+1931 5+416
10*82! 9+178
474281 974081 4+10
8+13O| 5+151

8+631 6+177

6+1471 5+208

5,46

4+10: 7+65

6410, 41300, 71377
5+68: 6+549

1653

5+264

5,210, 4602

9*162

671111 16+649! 7+849

5*6331 5*308

473991 57388

4746! 4+284v 4+416v 5+4381 14+798
4+435

4+80

4 +354

101

Note. The length of the perfect poly[dT-dG] repeat is expressed as n; the subindex indicates the respective location relative to the CDS.



Vol. 287, No. 1, 2001

A 123456789101112
6&.46.

'-00;.‘

ootcts

1G3
G2

TG1 2]

ok

FIG. 2.

BIOCHEMICAL AND BIOPHYSICAL RESEARCH COMMUNICATIONS

B 12345678909101112

CA3 —-
CAZ —

g .é.-um.

EMSA specificity analysis of the complexes formed by nuclear extracts from T. cruzi epimastigotes and the repetitive dinucleotide

probes: (A) [dT-dG],s and (B) [dC-dA];s. Lane 1, labeled probe. Lane 2, binding reactions with 5 ug of nuclear extract and 1 ng of labeled probe
(30,000 cpm approx.). Lanes 3-12, binding reactions in the presence of different competitors (100-fold molar excess). Lane 3, [dC-dA]s; 4
[dT-dG].s; 5, 300-bp double stranded Ncol fragment from the intergenic region tcpgp2-ptrl, which presents a 28-bp poly[dT-dG]) stretch; 6,
the former competitor previously heated at 90°C for 3 min and snap-cooled on ice for 5 min; 7, tRNA; 8, tRNA previously heat denatured; 9,
ssM13 DNA; 9, ssM13 DNA previously heat denatured; 10, [dT].s; 11, CR4 oligodeoxynucleotide (TAATCCGCATGCGTTGCACAGGTAGT);
and 12, MP1 oligodeoxynucleotide (CGCCGGGCGTGTGCTGCCAAACCGCTGACC).

dG]-poly[dC-dA] suggest a functional role for these
elements.

Specific Complexes with [dT-dG];s and [dC-dA]s
Oligodeoxynucleotides and Nuclear Extracts
of T. cruzi Epimastigotes

Poly[dT-dG]-poly[dC-dA] repeats can adopt partic-
ular conformations (21-23) that are specifically recog-
nized by proteins (21, 24) involved in different pro-
cesses such as recombination and transcriptional
events. In order to determine whether the highly fre-
guent and asymmetrical strand distributed poly[dT-
dG] repeats constitute specific target for gene regula-
tory proteins, we attempted EMSA using nuclear
extracts from T. cruzi epimastigotes. Due to the evi-
dence that binding of specific proteins in trypanosoma-
tids mainly requires the target DNA to be single-
stranded, we tested not only the double-stranded ([dT-
dG] s [dC-dA].s) but also the [dT-dG],s and [dC-dA].s
oligodeoxynucleotides as probes. While in the assayed
conditions the double stranded probe did not produce
any specific complex, a variety of band-shifts were seen
for both oligodeoxynucleotides (Fig. 2). Structural and
sequence components of specificity were analyzed in-
cluding different competitors in the binding reactions.
RNA and M13 DNA were added to distinguish between
binding due to RNA or single strand DNA non-
sequence specific binding proteins. The intergenic re-
gion tcpgp2-ptrl, which has a 28-bp poly[dT-dG], was
used both as single or double stranded to study the
putative effect of the target context. Finally, poly[dT]
as a polypyrimidine sequence and two random oligode-
oxynucleotides were assayed to distinguish the se-
guence component of specificity. Titration experiments
varying the amount of competitors were done (data not

shown) and illustrative results are shown at 100-fold
molar excess (Fig. 2).

Using the [dT-dG],s probe (Fig. 2A), at least three
band shifts with different specificity were observed
(noted as TG1, TG2, and TG3). Both unlabeled [dT-
dG],s and [dC-dA],;s were able to compete the three
complexes. When the complementary oligodeoxynucle-
otide was used, a variation in the migration pattern
was observed probably due to the formation of the
dsDNA. TG1 and TG2 complexes correspond to specific
DNA-protein interactions, as they were not displaced
by the three different oligodeoxynucleotides used. An
RNA-binding protein may be involved in the TG3 com-
plex since it is competed by yeast tRNA. Reasons for
the enhanced formation of complex TG3 in the pres-
ence of the oligodeoxynucleotides remains to be under-
stood. Interestingly, the double stranded intergenic se-
guence could not displace any of the complexes, and
when heat denatured produced an aggregation in the
well. TG1 and TG2 complexes were Proteinase K sen-
sitive in different extent, and resistant to RNase and
DNase activity (data not shown). A different mobility
pattern was obtained using the [dC-dA],s probe. At
least three band shifts, a faster minor one, an interme-
diate and a sharp upper complex were observed (noted
as CAl, CA2, and CA3 in Fig. 2B). Both unlabeled
[dC-dA];s and [dT-dG],s were able to compete the three
complexes. CA1 and CA2 complexes were completely
displaced by the yeast tRNA competitor. CA3 showed
high specificity, as it was not competed by the em-
ployed competitors. CA3 complex was Proteinase K
sensitive, and resistant to RNase and DNase activity
(data not shown).

It is interesting to mention that the specific com-
plexes TG1, TG2 and CA3 were formed even in the
presence of high ionic strength (1 M KCI). Our ap-
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proach cannot discard that a single protein recognizing
the repetitive poly(Pu-Py) motif could be involved. As
expected, single-stranded DNA binding protein (SSBP)
from E. coli (Promega) was able to interact with [dT-
dG]l;s and [dC-dA].s probes but the band shift was
eliminated when any of the competitors were used. In
addition, similar EMSA patterns were observed for
different T. cruzi strains (Tulahuen and Y strains)
(data not shown).

It is not possible to rule out that these proteins could
be involved in RNA maturation. In trypanosomatids, a
set of proteins participating in splicing and RNA pro-
cessing (25, 26 and references therein) has been iden-
tified. RNA-binding proteins are of crucial relevance in
these organisms since regulation of gene expression
occurs primarily at the posttranscriptional level.

The high frequency and the distribution of the poly-
dinucleotide sequences described here points out a
functional role of these elements in genome processes.
Particularly, the abundance, location, asymmetrical
distribution as well as the in vitro behavior of poly[dT-
dG]-poly[dC-dA] as a specific target for single stranded
nuclear binding protein(s) strongly suggest an impor-
tant role in T. cruzi genome physiology and constitute
a novel contribution to the understanding of genome
regulation in these organisms.
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41.2 ABUNDANCIA Y DISTRIBUCION DE LOS
DINUCLEOTIDOS (TG/CA)N EN LOS TRITRYPS.

Como objetivo especifico de esta Tesis, dentro del marco del estudio de los repetidos (TG/CA)n
como elementos en cis, nos propusimos extender el analisis de abundancia de dinucleoétidos
realizado en el contig de 93.4kb de T. cruzi (presentado en la seccidn anterior) a los genomas de
los Tritryps. En primer lugar se realizé un estudio preliminar, mas detallado que el anterior,
sobre el cromosoma 1 de L. major que fue el primer cromosoma completo reportado, y sobre los
contigs mas largos de T. brucei disponibles. Para cumplir con el objetivo de analizar los
genomas completos debimos esperar la liberacion de las secuencias de los proyectos genoma
que desafortunadamente demoré mucho mas de lo previsto, particularmente en el caso de T.

cruzi.

4.1.2.1 Abundancia de los repetidos de dinucleétidos TG/CA en las hebras codificantes en
tripanosomatidos

Realizamos una primera aproximacién usando el cromosoma 1 (Cr1) de 257 Kb de L.
major Friedlin (AE 001274) (Myler et al., 1999) y tres regiones (TRYP1.S528060, 186.366 Kb;
TRYP1.S3522, 126Kb; TRYP1.S25504, 27Kb) del cromosoma 1 de T. brucei disponibles. Estos
datos se compararon con los obtenidos para el contig de 93.4 Kb T. cruzi (Andersson et al.,
1998) (AF 052831, AF 052832, AF 052833). Estos resultados fueron comunicados en un
congreso regional (Duhagon, 2001) y no se muestran ya que mas recientemente se extendio el
mismo estudio para los genomas completos de L. major, T. brucei y T. cruzi. Este analisis fue
realizado también para P. falciparum como organismo externo al grupo. Se generaron las bases
correspondientes con los datos disponibles (ver Materiales y Métodos) considerando sélo las

secuencias en las hebras codificantes definiendo los sucesivos strand switches. La

aproximacién usada descarta los policistrones mas cercanos a los extremos de los cromosomas
y de los scaffolds.

Para determinar el nimero de repetidos de dinucledtidos de cada clase se uso el
programa TRF (Benson et al.,, 2004). Para determinar si se encuentran en propociones
diferentes a las esperadas por azar, se consideraron solo los repetidos perfectos de un tamano
minimo de cuatro dinucledtidos (n>4) y se aplicd un test de xz. Esta restriccion implica que
aquellos repetidos que presenten multiplos de cuatro seran considerados como un unico evento,
lo que conlleva a la subestimacion de los valores observados vy, por lo tanto, a que la diferencia
real entre los eventos observados y esperados sea aun mayor. Los eventos esperados se
calcularon como en Duhagon et al. (Duhagon et al., 2001 A) teniendo en cuenta la composicion
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de bases de cada base de datos analizada (Tabla 4.1.2.1). Una amplia mayoria de los repetidos
perfectos de polidinucledtidos con largos mayores de 8 nt muestran desviaciones significativas
de los valores esperados (P< 0.0001) por ocurrencia al azar, coincidentemente con lo reportado
previamente (Duhagon et al., 2001) para el contig de T. cruzi y también para los datos obtenidos
con el Cr1 de L. major y los contigs de T. brucei (no mostrado). Sin embargo, en las bases de
datos mas recientes aparecen mas representados los dinucleétidos (GG)n, (CC)n y (GC)n,
respecto a lo observado inicialmente en el contig de T. cruzi. Esto podria explicarse por una
diferencia en la densidad de genes o en la composicion local de bases de las nuevas
secuencias analizadas, que debera ser estudiada en el futuro. Notese que, anteriormente, se

determind que la ocurrencia de

T. brucel T. cruzi L. major P. falciparum

Esp Obs Esp Obs Esp Obs Esp Obs
AA 608 7969 209 3845 43 1372 20973 40968
T 660 13816 206 10398 49 3873 20952 37337
GG 198 1131 272 362 1043 1438 0 51
CcC 206 727 280 113 1116 3194 0 70
AT 633 4923 208 2233 46 1709 20962 81898
GC 347 1230 238 2078 212 1540 70 226
AG 353 1787 242 4694 220 5158 70 712
TC 362 4222 237 7291 227 7414 70 805
AC 368 1252 240 2361 235 6681 70 181
TG 202 367 276 148 1079 2765 0 1

Tabla 4.1.2.1. Frecuencias de repetidos de dinucledtidos en tripanosomatidos Valores esperados y
observados de repetidos de dinucledtidos (XY)n para n>4 en el genoma de los organismos indicados (ver
Materiales y Métodos para composicion de las bases de cada organismo; Nota: no incluye regiones
teloméricas). O representa el nimero observado de repetido del correspondiente polidinucleétido con

n>4, E el valor esperado en funcién de la composicion de bases de la secuencia analizada.

estos tres dinucledtidos, comparando observados respecto a los esperados es mayor en C que
en Sl (Duhagon et al.,, 2001). La base Sl contiene genes, mientras que la C soélo regiones
intergénicas. El genoma completo probablemente comprenda incluso méas zonas no codificantes
que la base C, de modo que los dinucleétidos (CG)n, (CC)ny (GG)n parecen mas abundantes
cuando la base de datos contiene mas regiones no codificantes. El contenido global de GC de
un genoma se ve reducido en las regiones intergénicas ricas en AT de modo que esto no
explicaria el hallazgo. y

En este analisis se mantienen los perfiles relativos de abundancia de los dinucleétidos
observados anteriormente (Duhagon et al.,, 2001 A) y este patron coincide bastante con el
descrito para T. cruzi por Aglero et al.(Aguero et al., 2000) y para otros organismos por otros

autores (Toth et al., 2000). Aunque en estos trabajos no analizan la distribucion de los
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dinucledtidos en las hebras del ADN, de modo que se consideran los dinucledtidos
complementarios como un unico microsatélite doble hebra. Nosotros discutiremos la asimetria

de hebra mas adelante.

Respecto a los dinucledtidos (AA)n y (TT)n, que son generalmente los mas abundantes
en los genomas, se cree que su frecuencia se debe a posibles roles conformacionales en el
ADN (Duhagon et al., 2001 A), en la estructura de la cromatina (Sinden, 1994), a las colas poli-A
de secuencias las retrotranspuestas, a pseudogenes procesados (Toth et al., 2000) y a
elementos de control ricos en (AT)n presentes en las regiones intergénicas (Di Noia et al., 2000).
Es interesante notar que el genoma de L. major presenta una menor proporcion relativa de estos
dinucledtidos. Eso puede deberse en parte al mayor contenido en GC de su genoma respecto a
los otros organismos analizados (ver Introduccion 1.6). Del mismo modo, el altisimo contenido
en A y T de P. falciparum justifica claramente la enorme abundancia relativa de estos
dinucledtidos. En segundo lugar en orden de abundancia, siguen los repetidos (TG/CA)n en los
cuatro organismos analizados, y luego (AG/CT)n. Esto también concuerda con los datos
obtenidos por Toth et al. en 10 taxones diferentes. Por ultimo, los dinucleétidos (GG)n, (CC)n y
(CG)n son los mas infrecuentes. En acuerdo con este hallazgo, Toth mostré que en 10 taxones
eucariotas diferentes los dinucleétido repetidos (CC)n, (GG)n y particularmente (GC)n son los
menos frecuentes (Toth et al., 2000). La baja ocurrencia de repetidos de dinucledtidos CpG es
una observacion practicamente universal en los genomas (Jurka, Pethiyagoda, 1995;
Lowenhaupt et al., 1989; Stallings, 1992; Tautz et al., 1986; Toth et al., 2000). Esto ha sido
explicado en funcion de la alta tasa de mutacion de C --T en las C de los dinucleétidos CpG
(por metilacion seguida de deaminacion). Esto implicaria también un enriquecimiento
correspondiente en TpG, que ha sido postulado por varios investigadores como explicacién a la
importante abundancia de esta clase de repetidos en muchos genomas (revisado en (Frank,
Lobry, 1999)). También se ha propuesto que este tipo de dinucleétido sea evitado por razones
selectivas, como, por ejemplo, por su propension a formar estructuras secundarias (Stallings,
1992).

Para analizar la abundancia de los repetidos de dinucleétidos imperfectos en los
kinetoplastidos realizamos un analisis estadistico usando el parametro D definido previamente
que evalua no sélo el largo sino tambien el grado de imperfeccion del repetido (Duhagon et al.,
2001 A). Se seleccionaron parametros del programa TRF que permiten un pequefio porcentaje
de missmatch sélo en repetidos con n»3 (para n=3 solo se cuentan los dinucledtidos perfectos)
(Tabla 4.1.2.2). El uso de un valor que sopese la frecuencia junto con el largo y el porcentaje de
acierto de los repetidos, nos da una idea mas real de su “abundancia”, y cuando se compara con
la ocurrencia de los repetidos podria sugerir algun indicio de su mecanismo de generacion y de
su funcion.
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T.cruzi T.brucei L.major P.falciparum

AA 85350 141510 22179 942360
TT 228030 238900 62759 858220
GG 14800 26910 27808 3400
CC 6230 21220 62737 3460
AT 39530 92480 30045 1725250
GC 3110 5570 36270 80
AG 31340 20010 23053 6410
TC 38510 20940 100406 4910
AC 55400 27680 94301 16060
TG 101270 65950 131786 18210

Tabla 4.1.2.2. Analisis de frecuencias de dinucledtidos imperfectos. Los valores
corresponden a la medida de la abundancia usando el parametro D para repetidos con n>3.

El comportamiento de los repetidos imperfectos cuando se observa la abundancia D es
muy similar a la ocurrencia que se discutié antes con los valores crudos de los dinucleétidos
perfectos con n>4 (Fig. 4.1.2.1). Como veiamos antes, claramente, la diferente composicion
global de los genomas (G+C: 60% en L.m - 51% T.c - 46% T.b - 19% P.f) genera abundancias
relativas diferentes. Esto es muy evidente en la frecuencia de los repetidos (AA)n, (TT)n,
observandose, que si bien se mantienen como dinucleétidos repetidos casi preponderantes, su
abundancia desciende en la medida que aumenta el contenido en GC en los parasitos. Para
visualizar mejor las particularidades de los tres kinetoplastidos se graficaron los valores de D
para cada dinuclelétido repetido omitiendo a P. falciparum (Fig. 4.1.2.1 A). Se observa que luego
de los repetidos (AA)n, (TT)n los mas abundantes son los de (TG)n en los cuatro organismos.
Mas aun, en L. major es el dinucleétido repetido imperfecto mas frecuente. También se observa
que se mantiene la escasez de repetidos (CC)n, (GG)n y (GC)n. La similitud de los perfiles de
dinucléotidos observada como ocurrencia (O) y abundancia (D) indica que no habria una
proporcion importante de dinucleotidos de alguna de las clases que presente desviaciones
grandes en el largo o el missmatch.

En lo que refiere a la distribucion de los dinucleodtidos en las hebras, cuando se analizan
las diferencias entre repetidos complementarios, se destaca la falta de proporcion entre (TG)n y

su complementario (CA)n en los tripanosomatidos. Este resultado esta de acuerdo con lo que
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habiamos determinado previamente usando la prueba de desvio de dos proporciones Z entre
frecuencia de repetidos de dinucledtidos perfectos entre pares complementarios en el contig de
93,4kb de T. cruzi (Duhagon et al., 2001 A). Los datos obtenidos posteriormente cuando se

usaron los primeros datos de los cromosomas de los Tritryps (resultados no mostrados)

A

300000

250000 -

200000
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Figura 4.1.2.1. Grafico de frecuencias de dinucledtidos imperfectos. Los valores correspon-
den a la medida de la abundancia usando el parametro D para repetidos con n>3 (A). Los
mismos valores fueron graficados agregando los datos de P. falciparum (B).

indicaron que también en T. brucei y L. major el par (TG/CA)n era asimétrico, aunque en L.
major el dinucleotido (CT/GA)n presentaba una asimetria de hebra incluso mas marcada (Z=5.3
P<0.0000001). Aplicando esta prueba en los genomas completos determinamos que la asimetria
de hebra para (TG/CA)n es significativa en los tres tripanosomatidos (P<0.000001), estando los
repetidos (TG)n mas representados en la hebra codificante que los (CA)n; contrariamente, no se
encuentra una distribucion asimétrica para esta pareja en P. falciparum. En el caso de L. major
se encuentra también asimétria de hebra (P<0.000001) para el par (CT/AG)n. Estas

particularidades que ya habiamos notado cuando realizamos el estudio del cromosoma 1 de 257
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Kb de L. major Friedlin (AE 001274) (Duhagon, 2001 B), fueron posteriormente descritas en el
cromosoma 3 (Nilsson, Andersson, 2005) usando nuestra metodologia. El estudio en los
genomas completos permitié determinar ademas que los pares (AA/TT)n presentan asimetria de
hebra en todos los organismos estudiados (P<0.000001). Para esta pareja de dinucleétidos
complementarios, se encuentra que en los tripanosomatidos, los repetidos (TT)n estan
significativamente mas representados en la hebra codificante que los (AA)n; mientras que en el
caso de P. falciparum sucede lo contrario.

El analisis de los genomas mostré no sélo un incremento del numero de repetidos (Tabla
4.1.2.2) sino también un incremento general en la asimetria de la distribucién de los mismos en
las hebras. Esto sugiere que las bases de datos iniciales presentaban algun tipo de sesgo. Por
un lado, podria pensarse que las regiones altamente repetidas del genoma (satélites por
ejemplo) ausentes en los primeros contigs comunicados, estén dando origen al incremento de
los repetidos. Asimismo, es posibles que las secuencias analizadas inicialmente, fueran
localmente mas ricas en genes. Estos factores podrian ser discriminados repitiendo los analisis
en bases de datos parciales del genoma seleccionadas con criterios diferentes. Por ejemplo,
secuencias ricas en regiones intergénicas de alta y baja complejidad y regiones codificantes de
genes de alta y baja expresion.

Nuestra hipotesis de trabajo plantea que la asimetria de los repetidos (TG/CA)n seria una
evidencia a favor de su rol en procesos direccionales del metabolismo de los acidos nucleicos,
como la transcripcion. El hecho de que este par sea tan asimétrico en los Tritryps avala la
hipétesis. La asimetria de los dinucleotidos (AG/TC)n podria dar cuenta de un fenémeno similar.
Curiosamente estos microsatélites también tienen funciones de regulacion de la expresion
génica en varios organismos, y sus posiciones estan bastante conservadas entre genes
ortélogos de un clase (ver referencias en (Stallings, 1995)),(Borrmann et al., 2003; Xu,
Goodridge, 1998), entre otros).

Por ultimo, nos gustaria destacar que los perfiles de asimetria de hebra que observamos
para los repetidos de dinucledtidos acompafian el GC-skew descritos para los Tritryps
((McDonagh et al.,, 2000; Nilsson, Andersson, 2005)). La segunda regla de la paridad de
Chargaff , establece que si las dos hebras del ADN son separadas, la regla G=C y A=T aplicada
intra-hebra es todavia aproximadamente correcta. La secuenciacion de los genomas confirmo
esta regla (Lobry, 1996); por ejemplo, en L. major el cromosoma 36 tiene 781455 G, 777798 C y
565517 A, 557413 T. De hecho, si no hay sesgo entre las dos hebras del ADN, la tasa de
sustitucion nucleotidica individual de cada hebra sera la mitad, dado el apareamiento de W-C
entre las hebras y en condiciones de equilibrio esto conduce a una una concentracion entre
hebra de G=C y A=T. Mientras que la segunda regla es cierta para la mayoria de los genomas,
se ha visto que existen variaciones locales. Estas pueden ser evaluadas mediante el GC y el AT
skew donde GC skew = (G-C) / (G+C) y AT skew = (A-T) / (A+T). Para virus y bacterias el signo
de estas medidas frecuentemente coincide bien con la direccion de la replicacion y la
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transcripcion. Una correlacion similar se observa también en los Tritryps (Duhagon, 2001 B;
McDonagh et al., 2000; Nilsson, Andersson, 2005). Esto se hace mas evidente cuando se usan
GC skew acumulativos (Grigoriev, 1998) que muestran un cambio de pendiente en el origen y
terminacion de la replicacion; para muchas bacterias se observa una forma de V con vértice en
el origen de replicacion. Es intersante senalar que casi todos los genomas presentan la misma
asimetria, donde G es mas abundante que C en la hebra codificante y menos en la
complementaria, que a su vez frecuentemente es mas rica en T que en A (Rocha, Danchin,
2001). La asimetria de hebra que observamos para los dinucleétidos repetidos correlaciona bien
con esta tendencia mutacional: la riqueza en G y T en la hebra codificante se traduciria en un
incremento de los dinucledtidos (GT)n, (TT)n y (GG)n. Esto es lo que observamos en T. cruzi y
T. brucei. Sorprendentemente los cromosomas 1 y 3 de L. major mostraron una tendencia
opuesta a la “casi” universal, es decir, una correlacion negativa entre el coding excess, (una
medida del contenido de genes: 26.-6., donde & vale 1 si es una base en region codificante (+ o
-) y 0 en cualqueir otro caso) y el GC-skew (McDonagh et al., 2000). Estos se interpreta como un
incremento de C en la hebra codificante respecto a G. Dado que el AT-skew no se ve
modificado, se espera un enriquecimento general en C y T en la hebra codificante y esto por
tanto aumentaria las chances de encontrar dinucleétidos (TC)n, (TT)n y (CC)n. Esto es lo que
encontramos en L. major. Entonces, la abundancia de los repeditos dinucleotidicos observada
en los Tritryps va en la misma direccion del sesgo composicional en las hebras. Escapa a este
analisis la pregunta de si la magnitud del cambio se explica solamente desde una hipétesis
neutralista. Sin embargo, es interesante sefialar que en L. major los repetidos de dinucledtidos
(TG)n son aun mas abundantes que los de (CT)n, lo que apoyaria la nocién de que existe una
causal distinta al GC-skew para la presencia de los repetidos TG. Por otro lado, nuestro analisis
considera trechos de dinucledtidos de n24, es decir que aunque la composicion de bases
localmente varie, es dificil explicar sélo por eso la aparicion de trechos de repetidos perfectos de
8 nt. Seria interesante investigar que proporcién del GC-skew es aportado por los dinucledtidos,
dado que son secuencias con gran mutabilidad. Para esto nos proponemos como primera
aproximacion, realizar el analisis de GC-skew retirando los repetidos de las secuencias.

Los mecanismos de generacion de la asimetria composicional de las hebras aun no han
sido determinados experimentalmente. La asimetria puede ser explicada por hipdtesis
seleccionistas asi como neutralistas (Frank, Lobry, 1999). La perspectiva neutralista propone
que los procesos direccionales vinculados al metabolismo del ADN podrian generar la asimetria
por sesgo mutacional. Por ejemplo, la horquilla de replicacion es asimétrica respecto a las
hebras. Esto puede conducir a distintas tasas de sustitucion entre la hebra lider y la retardada.
Otras maquinarias celulares involucradas en la dinamica del ADN, como la de la ARNP
reponsable de la transcripcion, también distinguen entre las hebras. En la transcripcién, la hebra
no codificante (non sense, template o molde) estd mas protegida de la mutacion que la
codificante (sentido, o non template). También, ésta es sujeto de reparaciéon acoplada a la
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transcripcion. Las tasas de sustitucion de las dos hebras pueden entonces ser diferentes, lo cual
puede llevar distribuciones de nucleétidos sesgadas. Uno de los argumentos mas sdlidos a favor
de esto es la frecuente deaminacion de las C que produce la transicion C---»T. En el caso
particular de los microsatélites, los perfiles de abundancia observados podrian explicarse total o
parcialmente desde una perspectiva neutralista por la capacidad expansiva mutacional que
poseen estas secuencias, que es ademas diferente para distintos dinucleotidos (Bachtrog et al.,
2000). Las hipotesis seleccionistas consideran las restricciones impuestas por la composicion de
bases de los codones (particularmente en posicion 1 y 2), es decir, selecccion a nivel
aminacidico, pero también seleccién a nivel nucleotidico, por limitaciones estructurales del ADN
y el ARN particulares necesarias para una funcién. Ademas de los motivos conformacionales,
existen elementos de secuencia en el ADN y en el ARN necesarios para la transcricpion y el
procesado del ARN. En los tripanosomatidos, un ejemplo serian los trechos de polipirimidinas
cercanos a los sitios de adicion del miniexdn, 5°del inicio de los genes. Nuestra hipdtesis, acerca
de un rol funcional de los repetidos (TG/CA)n estaria de acuerdo con esta interpretacion.
Asimismo, Brewer desarrollé la hipdtesis de que existe una presion selectiva para la
concordancia entre la orientacion de la replicacion y la transcripcion para evitar la colision de la
ARNP y la ADNP (Brewer, 1988). Esto parece estar de acuerdo con la distribucion de los genes
en procariotas y genomas mitocondriales y virales Contradictoriamente, se determind que la
region de 1.6 Kb que comprende el stand switch del cromosoma 1 de L. major no es esencial
para la replicacion o el mantenimiento del cromosoma (Dubessay et al., 2002). Asimismo, es

poco lo que se conoce acerca del inicio de la replicacion en tripanosomatidos.

4.1. 2.2 Largo de los repetidos de dinucleétidos en los tripanosomatidos

Varios estudios han reportado funciones de probabilidad para el largo de los diferentes repetidos
de dinucleotidos (ver citas en (Dokholyan et al., 2000)). Dokholyan et al. realizan un estudio
sisteméatico de los repetidos de dinucledtidos en cuatro organismos (H. sapiens, M. musculus, C.
elegans y S. cerevisiae). Encuentra que en los mamiferos estudiados, los repetidos mas largos
son los (TG/CA)n y los (GA/CT)n e interpretan que el desvio del modelo estadisitico al que
ajustan la relacion entre el largo de los repetidos de dinucledtidos y su frecuencia, es atribuible a
una funcion especifica de los mismos (para n=10 a 30) y no a su mutabilidad (Dokholyan et al.,
2000). En acuerdo con este modelo, si bien no se realizé un ajuste a una funcion estadistica, en
los Tritryps se observé un perfil de decaimiento de ocurrencias con el aumento del tamafio de
repetido para todos los dinucleétidos. Sorprendentemente, también se determind un
apartamiento del comportamiento general esperado en el caso de los repetidos (TG/CA)n, los
cuales persisten hasta grandes largos. A modo de ejemplo se muestra la distribucion de los
largos de los diferentes repetidos en el cromosoma 1 de L. major (Fig. 4.1.2.2.). Obsérvese que
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mientras los repetidos (CG)n se comportan en forma paradigmatica, los repetidos (TG)n, que
son los mas largos, se extienden hasta alcanzar valores por encima de n=35. Como deciamos,
cuando estudiamos los perfiles de la ocurrencia de repetidos de dinucleétidos en funcion del
tamario en los genomas completos de los Tritryps, encontramos que los repetidos (TG)n son los
mas largos en la hebra codificante. Los resultados se encuentran disponibles en

(http://lim.fcien.edu.uy/dinucledtidos/largos). En cambio, esta situacion no se observa en P.

falciparum, donde los dinucledétidos con con A y/o T alcanzan tamafos excepcionalmente altos.
En particular, en este caso los repetidos (TG)n muestran un perfil semejante a los de (AG)n,
(AC)n o (CT)n (alcanzando puntualmente largos maximos de aprox 20 nt).

Este resultado apoya fuertemente la propuesta realizada por el grupo de Stallings de que las
distribucion de los largos de los dinucledtidos (TG/CA)n es claramente diferente a la del resto, y

sugiere un rol activo de las mismas en procesos de la dinamica del ADN.
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Figura 4.1.2.2. Largo de repetidos perfectos de polidinucleétidos en el cromosoma 1
de L. major.

4.1.2.3 Localizaciéon de los repetidos de dinucleétidos en los tripanosomatidos

Previamente nos habia llamado la atencién la ausencia de repetidos de dinucleétidos en

la zona de salto de hebra en el contig de 93,4 kb de T. cruzi (Fig.4.1.2.3). Se ha descrito que
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tres regiones de strand switch de cromosomas de L. major presentan una disminucion de las
posibles estructuras de horquilla sugeridas por programas de prediccion de estructura
secundaria, cuando las unidades policistronicas son divergentes (Tosato et al., 2001). Esto no
se observo para las convergentes. Dado que varias secuencias de repetidos de dinucledtidos
tienen propension a formar este tipo de estructuras, es posible que sean evitadas especialmente
en las regiones de salto de hebra de estos organismos.

Con el objetivo de estudiar si esta observacion preliminar es generalizable, se estudio la
localizacion de los repetidos respecto al salto de hebra en el genoma de los Tritryps y de P.
falciparum como organismo referente. Un analisis preliminar, muestra una tendencia a la
disminucion de la ocurrencia de varios repetidos de dinucledtidos en las proximidades de la zona
de cambio de hebra (los resultados no se muestran). Sin embargo, este fendmeno que es
observable en tripanosomatidos, no puede extenderse a P. falciparum.

Para este analisis comparamos la posicion de cada repetido relativa al inicio y fin del
posible policistron (definido como regién entre dos strand switches consecutivos). Nosotros
creemos que el analisis realizado puede tener problemas para detectar particularidades en las
diferentes clases de saltos de hebra por dos razones fundamentales. Primeramente, los datos
obtenidos integran policistrones que pueden tener tamafos muy diferentes, con lo cual, un
posicionamiento dependiente del tamafo de la region podria quedar enmascarado.
Secundariamente, sabemos que existen diferentes tipos de salto de hebra, puesto que los
cambios de polaridad se pueden dar en regiones donde los policistrones divergen (estando
ordenados cabeza con cabeza) o donde convergen (ordenados cola con cola) (Myler et al.,
2000). Esto también puede estar enmascarando patrones de posicionamiento de los repetidos v,
por lo tanto, creemos que para obtener patrones mas significativos seria importante un analisis
mas exhaustivo de estos puntos. De hecho, como mencionamos antes, Tosato et al. encuentran
patrones de secuencia diferentes entre las regiones de strand-switch de policistrones
convergentes y divergentes. Para continuar con este analisis, nos proponemos estudiar
separadamente cada uno de los sub-tipos de cambios de hebra sefalados anteriormente
clasificandolos también con respecto al tamafio de la region entre los saltos de hebra.

Por ultimo, dada la posible relevancia de estos repetido de dinucledtidos en la
regulacion de la expresion decidimos estudiar su localizacion respecto a las regiones

codificantes. En particular nos interesé determinar si los repetidos de dinucleétidos muestran
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Figura 4.1.2.3.
Localizacion de
repetidos

perfectos de
dinucledtidos en
el contig de

93.4kb de T.
cruzi.
A. Organizacién
génica.

B. Grafica del
largo (n) para
n>4 para cada
repetido perfecto
de dinucledtido
[(XY)n] vs. su
posicion en el
contig de 93.4kb
T. cruzi. Se
usaron
diferentes
escalas para
cada
dinucledtido.

C. GC skew

D. contenido en
GC.

A

CA

TG

CT

AG

CG

GG

cc

AT

T

I \ M I l 1 lII\H I

b ey ey

I‘H \ “\ I h L H I Hul I i”

I HMHH L ,‘H”“.‘ |I Ll ‘MI | L1

20000 40000 60000 80000
CONTIG

skew

preferencia por las regiones UTRs 3’ y 5 o las regiones IG. Para ello estudiamos la

ocurrencia de los repetidos de dinucledtidos en las regiones no codificantes (incluidas las

UTRs), es decir, desde el codon de terminacién de un gen al codon de inicio del gen siguiente.

Esta distancia se normalizé por el largo de la region intergénica en la que se encuentra cada

repetido de forma de poder inferir primariamente la ocurrencia de repetidos de dinucledtidos en

regiones porcentualmente cercanas o intermedias a regiones codificantes.

Los resultados se encuentran disponibles en (http://lim.fcien.edu.uy/dinucledtidos/posicioncds)

representados como histogramas para cada organismo sefalando el repetido de dinucleétido y
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la hebra codificante (+ o -). En la Fig. 4.1.2.4. se observa que T. cruzi muestra una tendencia a
la mayor representacion de los repetidos (TG/CA)n en los extremos de las regiones intergénicas,
lo que sugiere un enriquecimiento en las regiones UTRs. Este fendmenos respalda los hallazgos
previos (Duhagon et al., 2001 A). Esta distribucion se observa también en T. brucei. Es mas, en
este caso parece haber un perfil mas definido para los repetidos (TG)n a encontrarse mas
representados en el 3’ UTR. Por otra parte, el dinucledtido complementario CA muestra una
tendencia a estar mas representado en el extremo 5’. Notese que cuando la hebra codificante es
la (-) se observa el perfil especular, que reafirma la tendencia descrita. En el caso de L. major se
observa la misma tendencia que en T. brucei incluso en forma mas marcada. En P. falciparum si
bien la cantidad de repetidos es mucho menor, se observa también una tendencia hacia el
enriquecimiento en los UTRs. El hecho de que los dinuceldtidos (TG)n muestren un

enriquecimiento en las cercanias de los 3'UTRs de los genes es muy interesante cuando se
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Figura 4.1.2.4. Ocurrencia de repetidos de dinucledétidos respecto a las regiones codificantes
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consideran los resultados del trabajo de Ruan et al. (Ruan et al., 2004). Alli los autores
describen al factor TRF4 como posible homdlogo a TBP en T. brucei, y por inmunoprecipitacion
de cromatina determinan que se une a regiones 3" de cinco genes. Curiosamente la gran
mayoria poseen repetidos (TG)n en la region 3” (y algunos también en la 5’) en los tres Tritryps.
Esto podria estar indicando que los dinucleétidos (TG)n puedan estar relacionados a la unién al

ADN del complejo de la ARNP. La importancia de las regiones UTRs en la regulacion de la
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expresion génica a nivel post transcripcional (Clayton, 2002), asi como el hecho de estar
presentes en sitios de posicionamiento de la ARNPII (Ruan et al., 2004), las convierte en un
tema particularmente interesante para el estudio de particularidades composicionales y
estructurales .

Como forma de profundizar este aspecto, nos proponemos el estudio de la localizacion de los
repetidos de dinucledétidos en policistrones sinténicos y/o en familias génicas, buscando definir si
los repetidos de dinucleoétidos se encuentan conservados. Analisis de este tipo han sido llevados
a cabo para los dinucleotidos (TG/CA)n el genoma humano (Sharma et al., 2005; Sharma et al.,
2003).
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4.2 Los dinucledtidos (TG/CA)n en la

modulacion de la expresidon génica

Como se resumid en la Introduccion de esta Tesis (1.8.2), se sabe que los dinucledtidos
TG/AC participan en numerosos procesos vinculados al metabolismo del ADN en diversos
organismos. Particularmente recordamos que, en los tripanosomatidos, y para T. cruzi en
particular, estos repetidos han sido relacionados a procesos de recombinacion en los genes de
las mucinas y a la regulacién dependiente de estadio del nivel de la tubulina (Bartholomeu et al.,
2002; Campo et al., 2004). Estos antecedentes tornan interesante estudiar el posible papel de
los dinucledtidos TG/AC como secuencias reguladoras en cis. Uno de los objetivos de este
trabajo es entonces abordar esta pregunta, y para ello decidimos utilizar la aproximacion de
insertar los elementos en las regiones reguladoras de un gen reportero contenido en uno de los
vectores plasmidicos de T.cruzi.

Los vectores con genes reporteros han sido ampliamente utilizados para caracterizar el
efecto de motivos en el ADN en la regulacion de la expresion génica (Alam, Cook, 1990). Del
mismo modo han sido usados para estudios similares en tripanosomatidos ((Mayho et al., 2006)
y referencias dentro del trabajo).

Entre los vectores plasmidicos desarrollados para T. cruzi se eligio pTEX

especificamente por ser el que mejor se ajusta a nuestros objetivos (Fig. 4.2.1). En este

Amp . Amp Secl

5 GAPDH
5 GAPDH

5 UTR

pTEX-cal
6546 bp

pTEX-luc

7337bp e

Kpnl

Kpnl 3 GAPDH

Intergenica

3" GAPDH

Neo Neo Intergenica

Figura 4.2.1. Vectores pTEX-cat (A) and pTEX-luc (B). Las secuencias codificantes se muestran en
azul. Las regiones reguladoras en rojo y marron. (UTRs del gadph1). Se indican los sitios blanco de
enzimas de restriccion relevantes para el clonado de los repetidos. Las enzimas en rojo indican los
sitios utilizados para el clonado de los repetidos.
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plasmido las regiones gendmicas que dirigen la expresion de los genes gapdhl y |l
(glyceraldehido-3-fosfato deshidrogenasas), son utilizadas para regular la expresién del gen de
interés y el gen que permite la seleccion de los parasitos transfectantes respectivamente (Kelly
et al., 1992). Por tanto, un gen insertado en el sitio de clonado multiple de dicho vector quedara
bajo el control de la ARNP II. Esto posibilita observar los efectos de las secuencias en cis en
proteinas que sean transcriptas por esta polimerasa, que es el interés principal de este trabajo.
Por el contrario, los vectores generados posteriormente poseen regiones promotoras fuertes
(para genes de ARN ribosomal), de modo que no permiten analizar el efecto de elementos de
secuencia para la ARN P Il. Ademas el efecto en la expresion génica hasta ahora visto es sutil,
dando cuenta de variaciones menores a 10 veces en general.

El gen que produce la proteina luciferasa (luc) es de eleccidon en muchos trabajos. Este
reportero es detectado por un método no isotdpico de alta sensibilidad (superior, por ejemplo, a
la obtenida con el gen para la cloramfenicol acetil transferasa —cat-), que mantiene una relacién
lineal por lo menos en 8 ordenes de magnitud de diferencia entre las muestras (Ausubel,
1987)(ver “technical bulletin n°281” PROMEGA). El sistema del gen reportero cat también ha
sido ampliamente usado, pero el método para la deteccion de CAT es isotépico y menos
sensible que el anterior. Por esta razén nosotros iniciamos este trabajo apostando al sistema
reportero de la luciferasa. Sin embargo la aparicion del sistema de deteccion de la proteina CAT
por ELISA de Roche nos hizo inclinarnos mas hacia este ultimo. Los plasmidos pTEX-luc y
pTEX-cat se generaron por el clonado de las secuencias codificantes de ambos en el vector
pTEX utilizando las enzimas de restriccion BamHI y Xhol como se explica en Materiales y
Métodos 3.2.11.2. Los plasmidos obtenidos fueron secuenciados utilizando el cebador universal

T7 (Fig. 4.2.2) verificAndose la ligacién correcta y el mantenimiento de la secuencia nucleotidica.

pTEX-luc

450 40 470 420 490 S0
[GAACAGAATTCTAGAACTAGTCG GAT COAAATO GAAGACTGC CHAAAACA TAAANGAAAG G

pTEX-cat

480 490 500 510 520 530 540 550 560 570 L80
GAACAGAATTCTAG AACTAGTéZG&Tﬁl(Z\C OCCGAC GAGA TIGTCHGG AGCTAGGGAAGCTAAAATGGAGAAAACAATCACTAGATATACC HGGGTGATAT AT CCCANGGCAT
am

Figura 4.2.2. Electroferograma secuencias parciales de los plasmidos reporteros. En sombreado
se sefiala la secuencia del sitio BamHI. El tramo correspondiente al extremo 5° de la secuencia
codificante del gen luc se encuentra subrayado.
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El kit de CAT-ELISA supera la sensibilidad del ensayo de actividad luciferasa, es no isotépico y
no requiere de un luminémetro.

Las inserciones de trechos (TG/CA)n se realizaron casi en simultaneo con los dos
plasmidos reporteros. En la Fig.4.2.1 se presenta un esquema de la estructura de los vectores
pTEX-luc y pTEX-cat sefialando las regiones mas relevantes para este trabajo. Finalmente se
logré la generacion de plasmidos con las inserciones planeadas en el sistema de cat, se
transfectd y seleccion6 aquellos parasitos que incorporaron los plasmidos. Luego de hacer las
mediciones de niveles de CAT decidimos corroborar el mantenimiento de los repetidos en los
vectores de las lineas transfectadas y observamos que la insercion en la zona 5" UTR se habia
perdido. Por esta razén, utilizamos los datos obtenidos con el vector pTEX-luc para analizar el
efecto de la insercion en esta region. Si bien los datos provienen de sistemas de reporteros
diferentes, y las cuantificaciones se realizaron por técnicas diferentes, siempre se normalizaron
los datos respecto a los plasmidos sin inserciones (pTEX-luc o pTEX-cat) y respecto al plasmido
pTEX sin reportero. Las inserciones de los repetidos (TG/CA)n se realizaron, como se explica en
Materiales y Métodos, por hibridacién de los oligonucleétidos complementarios (TG/CA)n y
ligacion del duplex en los vectores reporteros linealizados con las enzimas de restriccion
indicadas en rojo en la Fig. 4.2.1. Algunas inserciones fueron identificadas en geles de
poliacrilamida pues generaban patrones de restriccion especificos (datos no mostrados); pero en
general se analizaron por dot blot de la preparacion de plasmido, utilizando como sonda el
oligonucledtido (TG), marcado radiactivamente en el extremo (Fig. 4.2.3).

Los clones seleccionados fueron luego estudiados por secuenciacion automatica para

conocer la orientacion y el tamafio del repetido insertado.

Figura 4.2.3. Autoradiografia de membrana de dot blot
o para identificar los plasmidos que insertaron los
repetidos dinucleotidicos (TG/CA)n. En la membrana se
colocd 10uL de cada plasmido puro a una concentracion
_ determinada espectrofotométricamente. Se usaron dos
controles consistentes en cinco diluciones de dos
plasmidos pTEX-luc con inserciones de TGs positivos (+) y
un pTEX-luc y un p-TEX-cat (-) sin inserciones, todos
verificados por secuenciacion. De derecha a izquierda se
muestran diluciones seriadas correspondientes a: 100-50-
10-5-1 ng de ADN. Los rectangulos horizontales indican la
siembra de dos dilucione de cada uno de los plasmidos
problema: 100 y 10ng. Cada cuadro agrupa clones
generados por ligacion en el mismo sitio de restriccion
(indicado abajo con el nombre de la enzima usada). Debajo
se indica el gen reportero de los clones analizados. La
membrana se fijé a 80°C durante 2h y se hibrid6é con le
oligonucledtido (TG),, marcado con **P en las condiciones
descritas en Materiales y Métodos.

Los clones seleccionados fueron luego enviados a
secuenciar.
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Se determind que la mayoria presentaban inserciones de dinucledtidos en las regiones
esperadas. Incluso se observé que la intensidad de la sefal tenia correlacién con el largo del
repetido ligado.

A continuacion, en la Fig. 4.2.4, se muestran las regiones de los electroferogramas en las
que se determind la presencia de los repetidos estudiados.

Los electroferogramas muestran con claridad la insercién de los repetidos en las
regiones esperadas. Es notoria la disminucién de la senal en estas regiones, un fenémeno bien
documentado en la literatura que evidencia como la ADN P disminuye su actividad cuando copia
este tipo de repeticiones (Eckert et al., 2002)). Esto tiene implicancias para todas las actividades
de sintesis de ADN, es decir, sintesis replicativa, reparativa, recombinacional, dando cuenta de
la mutabilidad que caracteriza a estas secuencias (Li et al.,, 2002). Estas secuencias podrian
incluso afectar al la procesividad de la ADN P (Murray et al., 1993).

Es interesante notar que los repetidos insertados poseen tamafos diferentes a pesar de
que la metodologia consistio en la insercion de un fragmento de ADN doble hebra sintético de
(TG/CA)45 (30mer). Como se lista en la Tabla 4.2.1, las inserciones obtenidas tienen entre 16 a
44 nucledtidos. La presencia de repetidos de tamafio menor a 30 se explica facilmente por el
posible apareamiento incompleto durante la hibridacion seguido de degradacion de los extremos
no hibridados (incluso especifica de la reaccién de ligacion por ejemplo) o la probable
heterogeneidad en el tamafio de los oligonucleétidos debida a degradacion per se, e incluso, a
la calidad de sintesis y purificacion. El método de purificacion solicitado para los oligonucledétidos
comerciales fue un desalado estandar, de modo que no hubo una etapa de seleccién de
tamario. Esto se solucionaria usando oligonucledtidos purificados por PAGE o HPLC. De hecho
la seleccion precisa de tamafio es recomendada para técnicas como el clonado, la mutagénesis
6 ARNi por las companias de sintesis de oligonucleétidos. Por otro lado, la presencia de tres
construcciones con inserciones de tamafios mayores a 30mer (en los transfectantes 5UCA,
3UTG, 3UCA) nos habla de la formacion de multimeros o bien de un fenomeno de expansion de
los repetidos que implica un escenario in vivo en que los sistemas de sintesis de ADN
bacterianos jueguen un papel activo. Las modificaciones del tamafio de la secuencia, ocurridas
en las bacterias en las que se clonaron los plasmidos, pueden deberse a los errores inherentes
a los sistemas enzimaticos de replicacion o de reparacion del ADN. Por ultimo, no puede
descartarse un fendmeno de seleccion positiva debida a alguna ventaja debida al incremento de
tamano de estas secuencias (replicativa por ejemplo). Sin embargo, el numero de eventos
analizados no permite extraer conclusiones significativas. Bajo una hipotesis neutra, el
fenomeno observado podria simplemente deberse a la generaciéon de la expansion al azar
seguida de deriva génica poblacional. De cualquier modo el tamafio del inserto obtenido se
corresponde con los tamafios habituales de los elementos en cis y esta dentro de lo que se

81



Resultados y Discusién
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Figura 4.2.4. Electroferograma de secuencias parciales de los plasmidos reporteros con cat. Se indica el
nombre del transfectante y a continuacion el nombre del plasmido secuenciado. Entre paréntesis se escribe el
nombre del oligonucledtido cebador empleado para la secuenciacion. En sombreado se sefiala la secuencia del
sitio de restriccion usado para el clonado correspondiente: Sacl (5'1), Spel (5 UTR)o Sall (3° UTR).
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encuentra comunmente en el genoma de T. cruzi (Duhagon et al., 2001). Por lo tanto, las
construcciones obtenidas son de utilidad para estudiar la hipétesis de que estas secuencias

repetidas sean sefiales blanco para proteinas participando en eventos de la dinamica génica.

Transfectante Posicién la de insercién Orientacion Tamafio

Control LUC (CL) - - -
Control CAT (CC) - - S

5ITG 5 Intergénica TG 8
5UTG 5UTR TG 10
5UCA 5'UTR CA 22
3UTG 3'UTR TG 22
3UCA 3'UTR CA 20

Tabla 4.2.1 . Se resumen los transfectantes analizados indicandose para cada uno de ellos la
abreviatura empleada, la posicion de la inserciéon obtenida asi como su orientacion y tamano.

Luego de determinar por secuenciacion las inserciones obtenidas, los plasmidos que las
contenian se utilizaron para transfectar epimastigotas y posteriormente se seleccionaron los
parasitos que incorporaron los plasmidos con Geneticina. Debido a los antecedentes de
reordenamientos causados por los plasmidos en T. cruzi, a la apariciéon de resistencia adaptativa
a antibidticos, decidimos confirmar la presencia de los plasmidos y de los repetidos
transfectados en los parasitos seleccionados. Por otra parte, dada la posible inestabilidad de
estas secuencias de poli-dinucleétidos sugerida por los tamarfios de los insertos obtenidos en los
vectores en E. coli y por la informacion de la literatura, nos cuestionamos acerca del
mantenimiento de las inserciones una vez transfectados los plasmidos en T. cruzi.

Para resolver estas dudas realizamos experimentos de southern blot. Primeramente,
para transfectantes con los plasmidos derivados del pTEX-luc realizamos southern blot de ADN
total con sondas para los genes luc y tc38 (Fig. 4.2.5A). Esto nos permitié confirmar que los
plasmidos permanecian en su forma episomal como ya fuera reportado (Kelly et al., 1992). En
estos casos, la persistencia del inserto en la region 5’'UTR fue confirmada por aislamiento del
plasmidos de los transfectantes, amplificacion en bacterias y secuenciacion directa. Para los
plasmidos con el gen reportero cat, confirmamos directamente el mantenimiento de los repetidos
en las regiones insertadas por southern blot de productos de PCR especificos para las
diferentes regiones de control, utilizando la sonda oligonucleotidica (TG)20. El ensayo de
southern blot para el gen cat confirmo la presencia de los repetidos (TG)n en los transfectantes
3UTG, 3UCA, 5ITG y 5UCA (Fig. 4.2.5B y C). Ademas de este experimento se realizé otro en el
cual los productos de PCR con los cebadores M13 y CatF se digirieron con Hinf |, enzima que
produce dos bandas de diferente peso molecular, permitiendo diferenciar la posicion de los
repetidos (TG/CA)n entre 5UTR e |G (datos no mostrados). De este modo se confirmé que los

repetidos se mantenian ademas en su ubicacion original.
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Se ha reportado que el plasmido pTEX es mantenido en epimastigotas de T. cruzi en un
numero de mas de 20 copias por célula, aunque la determinacion no se ha hecho por métodos
precisos (Tovar, Fairlamb, 1996). Sin embargo, es posible que este niumero varie por la deriva

génica de las poblaciones de parasitos luego de la seleccion. Por otro lado, se ha reportado que

Transfect.
A =] B
% 3; 5!
e g g catF-neoR m13-ig3R
< e X AR Wt CCUtg Uca Wt CCltg Uca Mp
F F F EE
Q o o a o
PTEX-uc-» = wh oo I8
PTEX -----p» 8
Neo
PTEX-luc-p Sl
pTEX ------ >
Luc *
C
M13F CATR CATF IG3 R NEQ F NEO R
e
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|
Hinf | Sst | Hinf | Spe | Sal |

Figura 4.2.5. Southern blot para confirmar la presencia de los plasmidos y las inserciones en
los transfectantes. A. Con ADN total de los transfectantes con el gen reportero luc. Sobre los carriles
se indica el vector cargado. Los primeros dos son los plasmidos linealizados por digestion con Xhol, y
los tres siguientes corresponden a 10ug de ADN total de los parasitos transfectandos con los
plasmidos que se indican y digerido con la misma enzima. Se muestran dos membranas hibridadas
con las sondas neo y luc. A la derecha se indica la migracion esperada para los plasmidos lineales. B.
Con productos de PCR amplificados de ADN total de los transfectantes con el gen reportero cat. Se
indican los pares de cebadores utilizados en cada PCR y los transfectantes ensayados en cada carril.
La membrana de abajo fue hibridada con la sonda (TG)y. C. Esquema de la regién del plasmido
pTEX-cat con la ubicacion de los cebadores usados en B y los sitios de restriccion en que fueron
clonados los repetidos en azul y en negro el de la enzima Hinfl que permite distinguir la intergénica de
la UTR en la regién 3'. MP: marcador de peso molecular 1 Kb ladder (Fermentas).

el numero de copias de este plasmido fluctia dependiendo de la concentracién de antibidtico en
el medio, como respuesta adaptativa (Kelly et al., 1992). De la hipétesis de que los repetidos
(TG)n modulan la expresién del policistron en que se encuentran (en el vector son los genes
para el reportero y la neomicina), se desprende que la respuesta adaptativa a la fuerza selectiva
del antibiético podria no afectar del mismo modo al numero de copias de plasmido si éste
contiene un repetido. Por ejemplo, si estos dinucledtidos estimularan

la expresion génica, una linea con el vector con inserto podria obtener los mismos niveles de

resistencia al antibiético con un menor niumero de copias de plasmido. Por estas razones
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consideramos necesario determinar el nUmero de copias promedio de plasmidos en las lineas
seleccionadas.

Para realizar esta determinacion en el sistema del reportero luciferasa se utilizo la técnica
de dot blot e hibridacién con sondas radiactivas utilizando como control de cantidad de ADN total
un gen de copia unica: tc38 (Fig. 4.2.6 A). A partir de las pendientes de los rectas ajustadas que
se obtuvieron (Fig. 4.2.6 B) fue posible determinar que los transfectantes con pTEX-luc TG5U
tienen una cantidad de plasmido 1,8 veces menor que los parasitos transfectados con el

plasmido pTEX-luc y 1,7 veces menor los parasitos transfectados con pTEX.

A B
10 5 1 05 01 10 5 1 05 041 T
700 . R=099
MoT-luc TG5'U R=099
TEX-luc TG5'U . ® e
P . 600 @ pT-luc 61.16x-11.0
0.99
ADN total e @)@ . L so] | ApTEX
T cruzi pTEX .. L . . . 400
. 0 cpm 300 %599;-7,52
pTEX = * =L
pGEM 1o
0
pHyb-Tc38 ‘ . . (=] .
0 2 4 8 10
5 1 01 5 1 041 ADN (ug)
" 4] 2 .
Pendientes N~ copias Relativo
Transfectante normalizadas
CL 65 1
5UTG 37 0.57

Figura 4.2.6. Determinacion del nimero de copias de los plasmidos pTEX-luc. A. Autorradiografia
mostrando el marcado de las diferentes gotas sembradas. A la izquierda aparecen los nombres de las
muestras. Arriba aparecen las cantidades aproximadas de ADN total de T. cruzi cargadas en pg.
Abajo se sefalan las cantidades de los tres plasmidos control en ng. Superior: Membrana hibridada
con la sonda neo. Inferior: Membrana hibridada con la sonda tc38. Este experimento se realizd por
duplicado, mostrandose un resultado representativo. B. Grafico de cpm normalizadas en funcion de la
cantidad de ADN en el experimento. El cédigo de colores para los transfectantes se muestra en la
leyenda recuadrada. C. Tabla con los datos absolutos y relativos normalizados para los dos
transfectantes con el renortero luciferasa.

Para determinar las copias de plasmido en los transfectantes con la proteina reportera CAT se
utilizé PCR cuantitativo amplificando una regién del gen de neomicina. Se realizd una curva con
diluciones seriadas de una muestra de concentracién conocida del plasmido pTEX purificado, a
partir de la cual se extrapolaron los datos obtenidos de las muestras (Fig. 4.2.7). La curva de
disociacion de los productos de amplificacion de esta reaccion mostré un unico pico, y el gel de
agarosa una unica banda del tamafo esperado (no se muestran los datos). El numero de copias
calculado a partir de las Cts y la curva estandar muestra una diferencia maxima de alrededor de
un orden de magnitud entre los transfectantes. De hecho, CC, 5ITG y 3UTG son similares entre
si (5,4-1x10%), mientras que 5UCA y 3UCA tienen menos copias (0,24-0,67x10°). Dado que
pensabamos que habiamos usado cantidades similares de ADN gendmico, nos sorprendi6 este
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resultado y decidimos controlar mejor la cantidad de ADN total en las reacciones. La gran
sensibilidad de la técnica de PCR cuantitativo puede amplificar errores experimentales debidos a
variaciones en la calidad y cantidad de ADN de las muestras (causadas por la sensibilidad de
las medidas espectrofotométricas sumada a los errores de medida inherentes a cada
procedimiento). Para controlar mejor esta fuente de error, realizamos una normalizacién relativa
con el producto de amplificacion del gen endégeno de copia Unica tc38. Con éste proposito se
amplificé también las muestras de ADN total de los parasitos con los cebadores MAD1 y MAD2

que amplifican un producto de tc38 de tamafio similar al del producto usado para el gen neo.

2 Amplificacion estandar p-TEX
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Figura 4.2.7. Curva estandar para determinar el nimero de copias de plasmidos pTEX. La PCR se
realiz6 utilizando los cebadores NeoF y NeoR. En el grafico se observa el incremento de fluorescencia
en funcion del nimero de ciclo para cuatro concentraciones de plasmido en duplicado. En la tabla se
expresa la Ct promediada obtenida de este experimento correspondiente al numero de copias de
plasmido inicial. ' numero de copias expresado en pl. 2 normalizacion relativa al contenido de ADNg
medido por la amplificacion del gen que codifica para Tc38.

Alternativamente, cuando fue posible usar equipos con filtros para la sonda Rox contenida en la
mezcla 2x de Qiagen, se utilizé su fluorescencia para corregir las variaciones en la cantidad de
SYBRGreen y ADN total en cada tubo. La sonda Rox esta incluida en el PCR Master Mix, siendo
su espectro de emision diferente al del SYBR Green. Todas las reacciones fueron realizadas en
triplicado y se promediaron los resultados. Finalmente, los resultados de la normalizacion con
ADN gendmico (ADNg) revelaron que las diferencias en el numero de copias de plasmido
observadas eran reales y no se debian a errores experimentales. De hecho, los errores
experimentales estan muy por debajo de las diferencias observadas. La comparacion con la
curva estandar de pTEX-cat indica que el niumero de copias en los transfectantes oscila entre 15
y 150 por célula.

Curiosamente, los resultados indican que todos los plasmidos con inserciones de
repetidos se encuentran en un numero de copias menor que los que no los presentan. La
variacion en el numero de copias podria entonces sugerir que la presencia del repetido

(TG/CA)n en este plasmido estaria estimulando la expresion del policistrén (conteniendo al
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ADNCc de los reporteros y a la secuencia que confiere la resistencia). De esta forma, la presion
selectiva del antibidtico lograria ser superada aun con el nimero de copia reducido observado
en las lineas transfectadas que contienen los insertos. Por otro lado, existe la posibilidad de que
los trechos de dinucledtidos insertados actien como secuencias cis involucradas en la particion
y herencia de los plasmidos. De hecho, Boucher et al. encontraron que en L. donovani un
plasmido con la secuencia promotora del ARN ribosomal y secuencias 3’ circundantes es
correctamente segregado a las células hijas como un plasmido de copia uUnica y es
establemente heredado; ambos eventos son inusuales para vectores episomales en
tripanosomatidos (Boucher et al., 2004). La regidén que es responsable de esta actividad es
inusualmente rica en dinucleétidos (TG)n, y, de hecho, presenta identidad de secuencia con la
secuencia centromérica de levaduras (CEN) que contiene dinucledtidos (TG)n conservados.
Mas aun, esta region contiene una secuencia homadloga a la secuencia universal del minicirculo
(UMS: 5 GGGTTGGTGT 3’), que esta involucrada en la replicaciéon de minicirculos de los
tripanosomatidos (Guilbride, Englund, 1998). Los autores discuten que estos dinucledtidos
pueden dar origen a motivos o superestructuras (Mashkova et al., 2001) que pueden ser
importantes para proteinas de union al centrémero. Por otro lado, en diversos organismos, se ha
encontrado que las regiones cercanas a los promotores ribosomales presentan secuencias
involucradas en la replicacion (Muller et al., 2000). Esto podria deberse a que la generacion de
super-enrollamiento negativo introducido por la ARN P en los promotores fuertes facilite la
apertura de las hebras en los origenes de replicacion. Coincidiendo con esto, los plasmidos que
en este trabajo muestran mayor expresion de reportero son los que se presentan en menor
numero de copias en las células (Fig. 4.2.7). La estimulacion de la replicacion de los plasmidos
en estos Uultimos podria estar resultando en una replicacién completa en contraste con la
usualmente vista formacion de concatémeros de plasmido debida a replicacion deficiente. Esto
podria conducir a una disminucién del nimero de copias aun en presencia de presion selectiva.

Para la determinacion de la actividad reportera se utilizé el ensayo de actividad luciferasa
para los transfectantes con derivados del vector pTEX-luc y el ensayo de CAT ELISA para los
transfectantes con derivados del vectores pTEX-cat. Las determinaciones fueron hechas en
triplicado dentro del rango lineal, utilizando diluciones seriadas de las muestras. Se promediaron
los resultados y se calculd la desviacion para cada uno. Los datos obtenidos se expresaron en
forma relativa al plasmido sin inserciones. La actividad encontrada fue normalizada por la
cantidad total de proteinas en el extracto y por el numero de copias de plasmido determinado.

El valor de actividad de luciferasa mostrado representa el promedio de cuatro
determinaciones independientes. De estas medidas se puede concluir que la reaccién sigue la
cinética esperada con un tiempo de vida media de aproximadamente 10min (en la zona de

decaimiento exponencial), y que el control transfectado con el vector pTEX no presenta una
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actividad significativa. Estos datos confirman que la lectura obtenida corresponde a la
actividad caracteristica de la enzima luciferasa sélo presente en los extractos de T. cruzi
transfectados con el vector portador del este gen reportero. Las medidas realizadas a diferentes
concentraciones de extracto mostraron que se trabajé en el rango lineal del ensayo.

Los resultados normalizados de este experimento (Fig. 4.2.8Ay B y la Tabla C) muestran

que existe un aumento significativo de la actividad luciferasa en los parasitos transfectados con

2e0 ] _ : :::zrca'u |
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g ectante espec relativa
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g CL 70 1
g 5U TG 136 1.9
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R cc 1.01-03 1.00
RS 51 TG 6.41E-4 0.63
s 5'U CA 7.39E4 0.73
g s00 JUTG 2.41E03 2.38
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Figura 4.2.8. Determinacion de los niveles de proteina reportera. A y B: Graficos de

actividad luciferasa (cpm/min) en el tiempo utilizando 2uL de extracto en la reaccion. El codigo

de colores se muestra en la leyenda. A muestra actividad especifica y B actividad especifica

normalizada por el nimero de copias de plasmido. Las tablas C y D muestran los valores de

actividad o cantidad total y especifica (por ug de proteina total).
el vector que posee el dinucledtido (TG)n en la region 5'UTR (pTEX-luc 5UTG) respecto a los
transfectados con el vector pTEX-luc sin modificar. Para cuantificar esta diferencia se toma la
primer lectura del luminémetro, ya que este valor esta medido en el intervalo de tiempo en el
cual la actividad enzimatica es constante (aprox. 1min). De estos valores se calculd que la
actividad de luciferasa en la linea transfectada con el plasmido pTEX-luc 5UTG es 3.4 veces
mayor que en la linea transfectada con pTEX-luc (Tabla 4.2.2). Los resultados de los
experimentos con el gen reportero cat indican que la insercion de los repetidos (TG)n en el

3'UTR produce también produce un incremento semejante al observado para el reportero luc en
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la posicion 5’'UTR. Llamativamente, las inserciones de los repetidos (CA)n en las regiones UTRs

producen un aumento de hasta treinta veces en la expresion del reportero. Como se observa

Transfectante|Copias de plasmido Nr:avsé?tzgoe Repor;fé:':'{'::izzlas g
Valor Error % Valor Error % | Valor Erelativo Eabsoluto
CL 1.00 0.01 1.00 17.00 1.00 17.01 0.17
CC 1.00 5.71 1.00 6.00 1.00 11.71 0.12
5ITG 0.55 0.21 0.63 16.90 1.15 17.11 0.20
5UTG 0.57 0.01 1.90 19.00 3.33 19.01 0.63
5UCA 0.02 2.36 0.73 12.80 31.11 10.06 3.13
3UTG 0.83 41.41 2.38 7.70 2.86 54.21 1.55
3UCA 0.07 15.16 1.24 2.00 18.80 17.16 3.23

Tabla 4.2.2 . Actividad reportera obtenida para cada transfectante. Los datos mostrados son
relativos los controles. CL se usé como control de SUTR y CC para el resto de los transfectantes.

claramente en el grafico de la Fig. 4.2.9, globalmente, los dinucleotidos estudiados muestran un

efecto estimulador de la expresion de los genes reporteros. Contrariamente en T. cruzi se habia

observado un efecto inhibitorio en la regién 3’'UTR del gen de la tubulina (Bartholomeu et al.,

2002). En la literatura existen ejemplos de repetidos (TG)n o (CA)n que estimulan la expresion

de algunos genes e inhiben la expresion en otros. Probablemente, diferentes factores estén

influyendo en el resultado final. En particular en el trabajo mencionado la transcripcion del gen
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Figura 4.2.9. Grafico de actividad reportera especifica de los transfectantes normalizada por el
numero de copias de plasmido. Se grafican los niveles de actividad reportera determinados para
cada una de las construcciones relativos al transfectante control.

reportero esta dirigida por la ARN P I. De hecho, se han descrito diferentes efectos dependiendo

de la naturaleza de la ARN P y del grado de purificacion (Sinden, 1994).
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Seria también posible interpretar los resultados obtenidos como dos efectos diferentes.
Por un lado, un incremento basal de la expresion cuando se insertan los repetidos en las UTRs.
Este efecto, que se observa para las inserciones de (TG)n, es de magnitud pequefia. No
podemos descartar que este mismo fendmeno sea simétrico, respecto a las hebras, es decir,
que también esté teniendo lugar para las inserciones (CA)n. Esta interpretacion es compatible
con la formacion de una estructura en el ADN que podria ser responsable de favorecer la
transcripcién policistronica. Apoyando esta hipotesis, el analisis predictivo de estructura del ADN
en los genes reporteros utilizando el programa bend.it (Gabrielian et al., 1997) informa que los
repetidos insertados incrementan la flexibilidad del ADN en esta regiéon de modo idéntico e
independiente de la hebra en que se posicionen (resultados no mostrados). Por otro lado,
podrian existir factores que fueran capaces de realizar un reconocimiento diferencial entre las
hebras promoviendo una potenciacion mucho mas marcada segun el tipo de dinucledtido.
Finalmente, el incremento mas acentuado observado con los dinucleétidos (CA)n podria
deberse a un segundo fendémeno independiente, tal vez actuando a un nivel posterior, vinculado
al ARNm. Con el objetivo entonces de ahondar en esta linea de pensamiento, realizamos la
prediccion de estructura secundaria de las regiones UTRs utilizando el algoritmo mfold (Zuker,
2003). Como se observa en la Fig. 4.2.10 el trecho de dinucleétidos (CA)n (Cat-ca) no produce
alteraciones de las estructuras mas probables en el ARNm sin insercion (Cat). Ademas,
sorprendentemente, la insercién en (TG)n (Luc-tg), que no da lugar a un incremento importante
de la expresion del reportero, si produce una reorganizacién importante de la estructura de esta
region. Esto sugiere que la estructura secundaria predicha para este ARN no afecta
sustancialmente su destino. Por otro lado, la secuencia (TG)n por contener la base G, tiene
mayores chances de formar estructuras secundarias estables que la (CA)n por su capacidad de
apareamiento tipo wobble con uracilo (aparte del canodnico G-C, tipo Watson y Crick). Ademas,
los dos tipos de inserciones tampoco parecen ocluir de un modo evidente al codén de inicio
AUG, y en este sentido, la alteracion es nuevamente mas importante para la insercién con (TG)n
(el coddn de inicio cambia de un lazo a un tallo de una horquilla) que para la insercién con
(CA)Nn. Por otro lado, la generacion de un lazo desapareado en la region del repetido (CA)n,
podria estar indicando que en realidad sea ésta una regidn expuesta, accesible a la unién de
proteinas particulares que medien el efecto observado. Esta idea estaria también de acuerdo
con la prediccion para la region 3'UTR donde nuevamente se observan reorganizaciones
estructurales importantes tanto para la insercion de (TG)n (Cat-tg) como de (CA)n (Cat-ca). Otra
vez, el trecho de repetidos (CA)n queda expuesto en un amplio lazo, accesible al reconocimiento
por proteinas especificas. En resumen, el lazo expuesto de repetidos (CA)n seria la unica
caracteristica de estructura secundaria comun a los dos ARNm de los reporteros mas
expresados.
El hecho de que el mecanismo y el efecto sea similar estando en UTRs diferentes, que
son regiones tan disimiles desde el punto de vista funcional, lleva a pensar que los repetidos
90



Resultados y Discusién

estan interviniendo en algun fendmeno no especifico de la regidn sino general en el procesado
del ARN.

5 UTR

® AUG
5’ extremo
3" extremo
Sitio CA
> Sitio TG
Inserto CA

[ ] Inserto TG

Figura 4.2.10. Prediccion de estructura secundaria del ARN para las regiones UTRs de los
plasmidos estudiados. Se muestran las estructuras termodinamicamente mas estables. En el
cuadro de arriba se muestran las regiones 5’UTR incluyendo al miniexén y parte de la secuencia
codificante para los genes reporteros (132nt para luc y 92nt para cat). En el cuadro de abajo se
muestra la region 3’ del ARNm reportero que incluye 121pb de la regién codificante,la 3° UTR y
una cola poliA de 35 nt. La leyenda indica los cédigos utilizados en los dibujos. Se utilizé el
algoritmo mfold, la aplicacion RNA structure y los parametros establecidos por defecto
(htto://www.bioinfo.roi.edu/applications/mfold/rna).
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El andlisis de la estructura secundaria del ARNm completo del gen reportero cat no
muestra ninguna alteracién estructural evidente de ambas regiones UTRs cuando se insertan los
dinucleétidos (CA)n (resultado no mostrado). Los repetidos aparecen nuevamente como lazos
desapareados en ambos casos. Esto descarta la posibilidad de que los repetidos den lugar a
una estructura nueva que modifique las interacciones nucleotidicas entre las dos UTRs. Sin
embargo no puede descartarse que en presencia de las proteinas que se unen normalmente a
este mensajero, los repetidos de (CA)n originen una nueva estructura que afecte a la expresion
del gen.

El ARNm policistronico de los tripanosomatidos es procesado por trans-splicing del
extremo 5° y poliadenilaciéon del extremo 3°. Ambos procesos estan fisicamente acoplados y sus
mecanismos son interdependientes (Matthews et al., 1994). Si bien esto demuestra la estrecha
relacion y coordinacion entre las regiones de control 5" y 3’'UTR a este nivel, los mecanismos de
procesamiento de cada region son diferentes lo que haria improbable que la region (CA)n los
afectara en forma similar. Sin embargo, estudios en L. donovani han sugerido la existencia de
factores compartidos por las maquinarias de formacion de los extremos 3" y la de trans-splicing,
que acoplan efectivamente ambos procesos (LeBowitz et al., 1993). Podrian existir proteinas
especificas del complejo del lider de splicing SLRNP —como U1 snRNP- que coordinen esa
interaccion (Liang et al., 2003). De acuerdo con esto, el elemento (CA)n en 5" 0 3" podria estar
cooperando en la unién de proteinas de este tipo estimulando el procesado del ARNm.

El ARNm procesado forma parte de una compleja particula ribonucleoproteica
compuesta de un pool de factores que determinan su estabilidad. Dicha estabilidad esta
gobernada por mecanismos diversos. Se cree que los extremos 5’ y 3’ de los ARNm maduros se
encuentran en contacto préximo mediado por factores proteicos. La cola poliA inhibe la
degradacion del ARN por su interaccién con la proteina de union al poliA (PABP). Esta proteina
interacciona con una regién especifica del factor de inicio elF4G, el cual a su vez forma un
complejo ternario con la proteina de union al CAP elF4E. Este complejo circulariza al ARNm in
vitro promoviendo la traduccién y estabilizacion del ARNm evitando el acceso de las
deadenilasas y las enzimas de decapping a sus blancos (Wilusz et al., 2001). En este marco los
factores proteicos convocados por cualquiera de las UTRs pueden afectar de manera eficiente la
estabilidad y/o traducibilidad del ARNm. Las proteinas que reconocen estos repetidos de
dinucledtidos podrian intervenir activamente a este nivel y asi justificar que los resultados de
aumento de reportero se asemejen independientemente de su posicion en las UTRs. La proteina
de unién a ARE AUF1 por ejemplo, es capaz de unirse directamente a este factor y también a
PABP (independientemente o simultaneamente) proponiéndose un desplazamiento del complejo
AUF1-PABP del ARE-ARNmM que podria desenmascarar a la cola poliA provocando la
desestabilizacion (Lu et al., 2006). La proteina de unién a (CA)n deberia por el contrario tener un
efecto estimulador de la estabilidad. En tripanosomatidos el mecanismo de la maquinaria
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traduccional es virtualmente desconocido, pero se han identificado homdlogos de algunos
factores en L major (LmEIF4E1, LmEIF4A1 y LmEIF4G3) y se demostré6 que interactuan
funcionalmente con el CAP (Dhalia et al., 2005). Recientemente se determind que LmEIF4A1 y
LmEIF4A2 son funcionalmente homadlogos a elF4A presente en el elF4F y elF4Alll de eucariotas
superiores (Dhalia et al., 2006) lo que apunta a que los tripanosomatidos comparten la bateria
proteica traduccional con eucariotas superiores. Por otro lado la PABP ha sido bien
caracterizada en los Tritryps (Batista et al., 1994), (Hotchkiss et al., 1999), (Bates et al., 2000).
El elemento (CA)n podria estar reclutando una proteina especifica que proteja el ARNm de la
degradaciéon independientemente de la traduccidn, estimulando la union de proteinas que
incrementen su estabilidad impidiendo el acceso de enzimas degradativas. Podria, por ejemplo
interaccionar con PABP de modo de incrementar su afinidad por el ARNm y asi inhibir la
deadenilacion como lo hace el factor aCP en el ARNm del gen de la a-globina (Wang, Kiledjian,
2000). Esta inhibicion podria deberse también a la oclusion de un sitio blanco endonucleotidico
especifico. EI hecho de que el efecto sea independiente de la posicion en las dos UTRs
implicaria nuevamente, considerar interacciones de tipo puente entre estas dos regiones.

En los tripanosomatidos se han descrito algunos elementos que regulan la estabilidad de
los ARNm. Tal vez como consecuencia de diferentes presiones selectivas, la mayoria de estos
elementos se encuentran en las 3'UTRs, aunque existen casos en las 5 asi como en las
regiones codificantes (Clayton, 2002). El mas destacado es quizas el AU-rich o ARE conocido
en eucariotas superiores por su actividad desestabilizadora (aunque también se ha visto como
estimulador). Estos motivos generalmente estan en las regiones 3'UTRs de una variedad de
ARNm de vida corta como las citoquinas y los proto-oncogenes (Shaw, Kamen, 1986), dictando
la degradacion a través de mecanismos que en algunos casos involucran micro-ARNs y
componentes de la maquinaria de ARNi (Jing et al., 2005). Como mencionamos en la
Introduccién, en los tripanosomatidos se han encontrado ARES varios genes. Estos elementos
desestabilizantes son reconocidos especificamente por factores en trans (D'Orso, Frasch,
2001a, b). Ademas de los ARE se han identificado en T. cruzi otros elementos de secuencia que
modulan la estabilidad del ARNm en varios genes (Coughlin et al., 2000); (Weston et al., 1999);
(D'Orso, Frasch, 2001a) y también proteinas de unién al ARN que controlan su recambio
(D'Orso, Frasch, 2002); (De Gaudenzi et al., 2003). Por otro lado, muchas proteinas
involucradas en la degradacién del ARNm han sido descritas en tripanosomatidos. El exosoma
completo de T. cruzi esta conservado con el de eucariotas ((Haile et al., 2007) y referencias
dentro del texto), el recambio mediado por ARE se ha demostrado asi como la interaccion entre
estos dos procesos (Milone et al., 2002). Asimismo se han caracterizado actividades de
decapping y actividades deadenilasas y se han detectado homoélogos a PARN, Ccrdp, y Pop2p
en las bases de datos de los tipanosomatidos (Milone et al.,, 2004). Los antecedentes

mencionados indican que los mecanismos de control de la estabilidad de los ARNm en los
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tripanosomatidos son similares a lo que se observa en eucariotas superiores, de modo que es
posible realizar inferencias y comparaciones de las evidencias obtenidas en estos ultimos afios.

El sistema que utilizamos posee la region intergénica del gen de la gapdh que es
expresado constitutivamente en epimastigotas de T. cruzi (da Silva et al., 2006) y las UTRs que
posee son cortas y no presentan elementos en cis particulares hasta ahora descritos. El efecto
estimulador de la expresion observado con los repetidos (CA)n seria nuevo en T. cruzi y la
mecanistica tal vez sea independiente del tipo de elementos en cis y factores en trans hasta
ahora conocidos. La(s) proteina(s) que forman complejos especificos con la sonda (CA)n
descritos en Resultados y Discusion 4.3.2 tal vez tengan un rol en la actividad de estos
elementos.

Los repetidos (TG/AC)n han sido motivo de estudio como reguladores de la expresion
génica en varios niveles, tanto a partir de estudios realizados en construcciones con genes
reporteros como en estudios donde se muestra su influencia en el contexto gendmico. Se ha
determinado que los repetidos son abundantes en las regiones que controlan a los genes en
procariotas y en eucariotas, y que en multiples casos afectan la expresién de los genes. Son
mas los reportes sobre la influencia de los repetidos (CA)n en la hebra codificante que la de sus
complementarios (TG)n. La revision de la literatura existente no permite establecer claramente
una correlacion entre los genes que presentan los repetidos y una funcién o proceso particular.
Sin embargo, Sharma et al. encuentran que en el caso particular del los genes constitutivos del
genoma humano los repetidos (TG/CA)n se asocian con genes de “sefialamiento y
comunicacion”, aunque no se determind la orientacion de los mismos (Sharma et al., 2003). Los
autores postulan que estos genes aparecen mas tardiamente en la evolucién y su modulacion
correlaciona con la diversidad de los eucariotas (Sharma et al.,, 2005). De este modo los
repetidos podrian estar incrementando las posibilidades de ajuste y regulacion de la expresion
de los genes que modulan.

Por otro lado se ha determinado que el efecto de los repetidos (CA)n en algunas UTRs
se produce a nivel de la transcripcion ((Hamada et al., 1984); SV40 (Nordheim, Rich, 1983);
ACC (Tae et al.,, 1994); Pax-6 (Okladnova et al., 1998); COL1A2 (Akai et al., 1999); MMP-9
(Peters et al.,, 1999); (Dolan-O'Keefe et al., 2000) HLA-DRB (Arnold et al.,, 2000); Ncl
(Rothenburg et al., 2001); MMP-9 (Huang et al., 2003); Prl (Tidow et al., 2003); GRIN2A (ltokawa
et al., 2003a); CHRM (Fenech et al., 2004)) y en otras a nivel del procesamiento del ARN (CTRF
(Hefferon et al., 2004); SP-B (Lin et al., 2005); EGFR (Brandt et al., 2006); lalb2 (Cheli, Kunicki,
2006)), de la estabilidad del ARNm (bcl-2 (Lee et al., 2004)) o de su traducibilidad (Martin-
Farmer, Janssen, 1999). Coincidiendo con esto, algunos trabajos reportan efectos simétricos y
asimétricos respecto a las hebras del ADN, indicando asi diferentes niveles de accion para estos
elementos.

La ubicacién de los repetidos (CA)n que modulan la expresion de los genes reportados
es variable, pudiendo estar tanto el 5° (Fenech et al., 2004; ltokawa et al., 2003a; Peters et al.,
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1999; Rothenburg et al., 2001) como en el 3'UTR (Hamada et al., 1984); (Bartholomeu et al.,
2002), (Citores et al., 2004) como en intrones (Ncl (Rothenburg et al., 2001); EGFR (Brandt et
al., 2006); SP-B (Lin et al., 2005); lalb2 (Cheli, Kunicki, 2006)). El efecto tampoco es unico, ya
que en algunos casos actuan como activadores ((Hamada et al., 1984); SV40 (Nordheim, Rich,
1983); COL1A2 (Akai et al., 1999); MMP-9 (Peters et al., 1999); MMP-9 (Huang et al., 2003) y en
otros como inhibidores (ACC (Tae et al., 1994) Kv1.5 (Valverde, Koren, 1999);(Rothenburg et al.,
2001); GRIN2A (ltokawa et al., 2003a); (Fenech et al., 2004); (Dolan-O'Keefe et al., 2000); Prl
(Tidow et al., 2003); CHRM EGFR (Brandt et al., 2006)) de los procesos que modulan. Estas
evidencias demuestran que los microsatélites (CA)n pueden modular la expresion de los genes
produciendo no solo efectos diferentes sino a diversos niveles. Es posible que su natural
inestabilidad los hagan ricos sustratos mutacionales plausibles, por ende, de una rapida fijacion
por seleccion a favor del ajuste fino de la expresion de los genes que los poseen. La idea de
“ajuste” viene dada también por las numerosas observaciones de sinergismo entre los repetidos
y secuencias reguladoras cercanas esenciales para modulacion de los mismos. La seleccion
natural podria obrar sobre los diferentes niveles que afectan la expresion de los genes, ya que
las maquinarias que procesan cada etapa son versatiles y ricas en factores proteicos que
reconocen secuencias y estructuras particulares en el ADN y el ARN. Por otro lado, el hecho de
que los microsatélites (CA)n tengan efectos diferentes puede también estar vinculado al
contexto en el que se encuentren.

Por dltimo, la magnitud del efecto estimulador de los repetidos (CA)n en la expresion
génica reportados en la literatura varia de gen a gen y es igual o menor a la que observamos en
este trabajo, teniendo un maximo de 20 veces respecto a los controles.

La estrategia de andlisis del efecto de una secuencia en cis utilizada en este trabajo es
s6lo una primera aproximacion a su funcion. Es una estrategia clasica, de uso frecuente para el
analisis de secuencias en cis pero tiene sin embargo importantes limitaciones. Una de ellas es la
carencia de contexto gendmico natural. La region repetida fue insertada en una regidén que
naturalmente no la posee de modo que el efecto encontrado es artefactual para esta region. En
particular, para los repetidos de dinucleétidos, la literatura reporta en varios casos que el
contexto gendmico modifica drasticamente su funcion. Tal vez en otras UTRs los repetidos
formen estructuras particulares o participen en la asociacion con proteinas via las secuencias
circundantes. Como alternativa seria interesante sustituir las UTRs del gen de gapdh por UTRs
naturales de los genes que portan estos repetidos y analizar el efecto de las deleciones de estas
regiones. Por otro lado, la secuencia de los genes reporteros utilizados (cat y luc) es heterdloga
y especifica y se sabe que las secuencias codificantes pueden también poseer elementos de
secuencia que actuan coordinadamente con las regiones UTRs para regular la expresién de un
gen (Lemm, Ross, 2002). Esta es una limitacion intrinseca al uso de genes reporteros. Por tanto,
aunque los resultados presentados indican claramente un efecto importante de los repetidos
(CA)n en la expresion del gen reportero, la direccionalidad y la magnitud del efecto observado
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deben interpretarse con precaucion. Ademas, la actividad moduladora de los repetidos (TG)n
puede también variar en un contexto gendmico particular.

Los resultados obtenidos en este trabajo plantean varias preguntas a ser abordadas en
el futuro. Primeramente seria interesante estudiar a qué nivel se ve afectada la expresion de la
proteina reportera. Para contestar esta pregunta estamos actualmente determinando los niveles
de ARNm en cada transfectante por RT-PCR en tiempo real. De observarse variacion habria
que diferenciar si es causada por un cambio en la sintesis (transcripcion) o la estabilidad
(recambio) del ARNm. Podrian realizarse ensayos de run on para estudiar el efecto
transcripcional para definir entre estos dos niveles de regulacion (Recinos et al., 2001). Si los
niveles de ARNm encontrados entre los transfectantes fueran similares, entonces la modulacion
seria probablemente traduccional. Esto ultimo podria ser confirmado determinando la tasa de
sintesis de la proteina en cultivos crecidos en presencia de aminoacidos marcados.

Por otra parte, seria interesante extender el analisis de los repetidos en las regiones
intergénicas. Contamos con un plasmido con insercion en (CA)n en la region 5°IG y disefiamos
oligonucledtidos para e insertar repetidos en la region 3'UTR por el método de mutagénesis
dirigida in vitro utilizando el sistema Excite (Stratagene).

Ademas, dada la inestabilidad de los repetidos de dinucledtidos en el genoma seria
interesante probar el efecto que produce la variacion del tamafio de los mismos en la expresion
del reportero. Asimismo, se podria intentar insertar una secuencia que produzca la misma
estructura de lazo desapareado predicha para el repetido (CA)n pero con otra secuencia. Incluso
trechos Pu-Py como repetidos (GC)n y (TA)n si las predicciones no generan regiones
apareadas, y (GA)n, (CT)n. También, como se mencionod antes, nos plantemos analizar en este
mismo sistema de reporteros las regiones UTRs de genes enddgenos que contengan los
repetidos y deletarlos para observar su funcién. Para ello seria util evaluar aquellos genes cuyos
repetidos se encuentren conservados respecto a otros tripanosomatidos, y repetidos unicos de
T. cruzi en particular para aproximarse a la posible logica selectiva de este tipo de regulacion.

Por ultimo, como se discutié previamente, la observacion fortuita de un cambio
importante en el numero de copias de plasmido en los parasitos transfectados nos cuestiona
acerca del posible papel de estas secuencias como elementos reguladores de la replicacion y
particion del ADN. Como una aproximacion primaria al analisis de esta problematica, podriamos
analizar como se mantienen los diferentes plasmidos en los transfectantes luego de multiples
pasajes en medio de cultivo con y sin antibiético, similar a lo realizado por Bouchet et al.
(Boucher et al., 2004).
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4.3 ldentificacion, Aislamiento y
Caracterizacion de proteinas que se unen a
los dinucledtidos (CA)ny (TG)n.

Nuestra hipétesis de trabajo consiste en que los motivos (TG/CA)n son elementos en cis
de regulacion de la expresion génica que son especificamente reconocidos por proteinas
nucleares cuando se encuentran en hebra simple. Esto concuerda con un papel en la
transcripcion, pero también en el procesamiento del ARNm.

Los analisis bioinformaticos realizados mostraron que el repetido (TG)n se encuentra
mas representado en la hebra codificante que su complementario (CA)n. Esto nos condujo a
comenzar por la busqueda de proteinas que reconozcan al motivo (TG)n, ya que estos se
mantendrian en el transcripto y podrian por lo tanto estar implicados en modular la expresion a
nivel del ARN.

En ese sentido purificamos y realizamos una caracterizacion primaria de una proteina de
T. cruzi (Tc38) que reconoce especificamente el repetido (TG)n como hebra simple. Esta
proteina tiene un PM deducido de 38 kDa, y entre sus propiedades salientes se incluye un punto
isoeléctrico de 9.34; una alta frecuencia de serinas, leucinas y di-aminoacidos; asi como la
carencia de dominios composicionales o estructurales conservados. Estos resultados se

presentan a continuacion (Publicacion 2: (Duhagon et al., 2003)).

4.3.1 PUBLICACION 2: AISLAMIENTO DE TC38. DUHAGON,
M.A. ET AL. BBRC (2003).
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Abstract

Regulation of gene expression in trypanosomatids is not yet well understood. Genes are organized in long polycistronic tran-
scriptional units separated by intergenic regions that may contain the signaling information for nucleic acid processing. Poly-
dinucleotides are frequent in these regions and have been proposed to be involved in regulation of gene expression. Previously, we
have reported that [dT-dG] are highly frequent, asymmetrically strand distributed, and constitute targets for specific protein binding
[Biochem. Biophys. Res. Commun. 287 (2001) 98]. Here, we present the purification and characterization of a new type of single
stranded nucleic acid binding protein (Tc38) that recognizes specifically the motif poly[dT-dG] in this parasite. The protein has a
deduced molecular weight of 38 kDa and its salient characteristics include an isoelectric point of 9.34, a high frequency of Ser, Leu,
and di-amino acids. Neither compositional nor architectural conserved domains could be detected in database searches. Re-
combinant Tc38 was expressed as a GST fusion protein, purified, and used to analyze target specificity by electrophoretic mobility
shift assays. The unusual characteristics of the protein together with the peculiar features of the specific nucleic acid target suggest

the existence of a novel event that may be involved in the mechanisms of gene expression in trypanosomatids.
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Poly[dT-dG]

Trypanosoma cruzi is a protozoan responsible for
Chagas’ disease. It constitutes a major health problem
affecting several million people. Its endemic area extends
throughout South and Central America and Mexico.
The parasite has a life-cycle that includes a vertebrate
and an insect vector, with at least three different mor-
phological and functional forms.

Molecular studies have shown several peculiarities in
the regulatory mechanisms of gene expression in try-
panosomatids. Protein-coding genes are arranged in
large polycistronic transcriptional units from which in-
dividual mRNAs are generated by 5 trans-splicing, in-
volving the addition of a small conserved RNA called
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spliced leader (SL) and 3’ polyadenylation. Trypano-
some genes typically lack introns, though a single ex-
ception for Trypanosoma brucei and T. cruzi has recently
been described [1]. In Leishmania major chromosome 1
and in the longest reported 7. cruzi contig, all protein
coding genes are primarily organized in long divergent
transcriptional units [2,3]. Mechanisms of transcription
initiation for protein coding genes are not yet completely
understood. No typical RNA polymerase II promoter
for this type of gene has been detected. In addition, in-
tergenic regions containing non-canonical promoter se-
quences can drive transcription [4]. Though the switch
region of L. major chromosome 1 has been considered a
potential putative promoter, recently it was reported
that it is not required for the expression of all genes
present in the transcriptional units [5]. It has been
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suggested that RNA polymerase II initiation has very
low specificity and that transcription could result from
initiation at many sites along the polycistronic unit
through transient DNA melting, which could allow
RNA polymerase 11 assembly [6]. In this context, single-
stranded DNA binding proteins should be relevant
factors in the molecular mechanisms governing tran-
scription. Since individual genes belonging to a single
polycistronic unit show differential or stage specific ex-
pression, regulation of gene expression is considered to
occur mainly at post-transcriptional stages [7]. 3’ UTR
sequences have been shown to confer stage specificity
and protein interactions with targets therein have been
identified [8,9].

Previously, we have reported that in 7. cruzi, [dT-
dG] repeats are highly frequent and show asymmetric
strand distribution in the vicinity of coding sequences.
We have shown that poly[dT-dG] and its complemen-
tary sequence constitute specific targets for nuclear
proteins [10]. Here we present the purification of one
such protein. Data obtained by the microsequence
analysis of the purified protein enabled the cloning and
sequencing of the complete gene using RT-PCR and li-
brary screening. Finally, the ability of the recombinant
protein to recognize the repetitive target was verified by
competition with other repeating dinucleotides. The
identification of a new type of single-stranded nucleic
acid binding protein in the context of the unusual fea-
tures in frequency, location, and strand distribution of the
specific target, certainly constitutes a first step towards
the comprehension of trypanosomatids genomics.

Materials and methods

Cell growth. The T. cruzi CL Brener strain [11] was used. Epim-
astigotes were cultured in liver infusion tryptose (LIT) liquid medium
supplemented with 10% heat inactivated fetal calf serum (Sigma) at
28°C.

Protein purification. A nuclear enriched fraction prepared as re-
ported previously [10] was homogenized and cleared from nucleic acids
by high salt extractions and dialyzed overnight at 4 °C against 150 mM
KCl, 50mM Tris-HCI, pH 7.5, 5mM EDTA, and 0.5mM DTT [12].
The [dT-dG]-binding activity contained in the clarified fraction (usu-
ally, 10 mg of protein) was further purified by two affinity chromato-
graphic steps. The first was based on the protein’s affinity for single
stranded DNA agarose (Gibco-BRL) and the other based on the
specific DNA target (poly[dT-dG];s—biotin)—(streptavidin—agarose)
(Sigma). For the latter, the binding buffer was the same as described
below for EMSA. The columns were blocked using BSA and salmon
sperm DNA. In both cases, the elution was performed using a step
gradient with increasing KCl concentrations. The relative protein
concentration was determined by absorbance at 280 nm measurements
with an UV monitor. The fractions were extensively dialyzed against
150mM KCI buffer and later concentrated with Centricon-10 con-
centrators to a final volume of approximately 50 pl. Electrophoretic
mobility shift assay (EMSA) was used to determine binding activities
of the fractions.

Binding reaction, electrophoretic mobility shift assays, and South-
western blot. Binding reactions and electrophoretic mobility shift

assays were performed as previously described [10] using oligode-
oxynucleotides [dT-dG];s or [dT-dGly as a probe. For competition
MP1 (CGCCGGGCGTGTGCTGCCAAACCGCTGACC), poly[
dT];s, Sigma poly[dA—dT], poly[dC—dG], poly[dI-dC], and poly[G-U]
were used. Southwestern blots were done as reported by Pitula et al.
[12].

Library screening. Based on the sequence of the EST TENU2471,
two primers MADI1 (5-GCCCGCAGCAGTCCAAGTAATG-3') and
MAD?2 (5-TTCCTCGATCCGCCAGAGACTG-3') were designed to
obtain a specific probe. Genomic DNA from 7. cruzi epimastigotes
was prepared by phenol extraction [13] and was used to specifically
amplify the partial sequence by PCR (cycle conditions: 94°C-30s,
50°C-60s, and 72°C-60s). The amplified product was cloned into
pGEM-T-easy vector (Promega) and sequenced. The probe was
labeled by PCR in the presence of [o-**P]dCTP.

A MEMBL3 genomic library from 7. cruzi (kindly provided by
Dr. Samuel Goldenberg, IBMP, Brazil) was screened with the MAD1—
MAD?2 labeled probe. Positive clones were purified and sequenced
using an ABI Prism 377 sequencer. The sequence reported here has
been submitted to GenBank (AY357259).

RT-PCR. Total RNA was obtained by standard methods and used
for RT-PCR assays. cDNA was synthesized using either the MAD?2 or
poly[dT]-Anchor (5-CTCTCAAGGATCTTACCGCTTTTTTTTTT
TTTTTTT-3') primers. PCR amplification was performed using either
a spliced leader based primer (5-CGCTATTATTGATACAG
TTTCTG-3") or MADI and the primers used for the first strand. Two
other primers MAD3 (5-TAACGTGGAACAGCTTGAAGATC-3')
and MAD4 (5-TTGTCCAGCAGCAACTGAGTCGG-3') were also
used for RT-PCR. Bands were excised from the gel, cloned into
pGEM-T-easy vector (Promega), and sequenced.

Recombinant protein expression and purification. The complete
coding sequence was amplified by PCR and cloned into the pGEX-4T
vector (Amersham), generating a glutathione-S-transferase (GST) fu-
sion and transformed in Escherichia coli BL21 (Novagen). Cultures
were induced with IPTG for 4 h at 37 °C. The recombinant protein was
purified using GST-SepharoseFF columns (Amersham—Pharmacia-
Biotech) following the manufacturer’s instructions.

For Western blot analysis, samples were fractionated on SDS—
PAGE and transferred to Protran nitrocellulose membranes (Schlei-
cher and Schuell) as indicated. Membranes were probed with an
anti-GST polyclonal antibody (Amersham-Pharmacia-Biotech) and
developed using a Goat ExtrAvidin Peroxidase Staining Kit (Sigma).

Results and discussion

Purification of a single-stranded nucleic acid binding
protein from T. cruzi epimastigotes

In order to purify proteins that specifically recognize
the repetitive dinucleotide [dT-dG] contained in the
enriched nuclear fraction, a combination of high salt
extraction and two steps of affinity chromatography was
used. The activity was followed by EMSA using the
target as a probe.

First, the enriched nuclear fraction was applied to a
single stranded DNA-agarose column. Elution was
performed using a step gradient with increasing KCI
concentrations ranging from 0.2 to 2.0 M. Binding ac-
tivity was observed in the 500 mM KCl eluates in several
independent experiments. Interestingly, binding activity
for both probes: poly[dC-dA];s and [dT-dG]s, co-
eluted in the same fraction, suggesting that the same
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protein(s) could be responsible for the recognition of
both probes (Figs. 1A and B). Binding activity recovery
was improved when the ionic strength of the initial
binding buffer was lowered to 50mM KCI (data not
shown). In the 500 mM KClI fraction, a prominent band
of approximately 40kDa was observed (Fig. 1C). To
determine whether the binding activity correlated with
this observed band, a southwestern blot was performed.
One strong signal co-migrating with the purified protein
was found using both the poly[dT-dG];s (Fig. 1D) and
poly[dC—dA];s targets (not shown). A weaker and faster
migrating signal was also observed. Second, a poly[dT—
dG];s—biotin-streptavidin—agarose affinity chromatog-
raphy was used. In this case, binding activity was
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recovered both in the 0.5 and 1M KCI fraction, sug-
gesting a higher affinity for the target sequences
(Fig. 1E). A weak single protein band of approximately
38kDa was observed in silver stained SDS-PAGE of
this fraction (not shown).

This band was excised from the gel and analyzed by
mass spectrometry following trypsin digestion (Borealis
Biosciences). The fragmentation pattern correlated with
the expected tryptic peptide masses from the TENU2471
T. cruzi EST (dbEST Id: 1805863). This EST showed no
homology with characterized proteins or conserved pro-
tein domains. However, an orthologous gene in L. major
(NCBI Accession No. CAB71224) and in T. brucei
(TIGR_67_26A17) was found in the databases.

12345678910

+‘l0.4"’3'

> W -
Bl

rose —+ Gap # @ OB+ L.““no

D E

1 23 4

T |

" e 4 O
.
e |

-
mgtt

—
=

4 e

-

73—

ST 4

47 —

28 i
Jhbehid

Fig. 1. Purification analysis. (A) Poly[dC—dA];s was radiolabeled and used as a probe for EMSA with protein fractions of the ss-DNA-agarose
affinity chromatography. (B) Same as (A) using radiolabeled poly[dT-dG];s as a probe. In both cases: lane 1, free probe; lane 2, enriched nuclear
fraction before high salt extraction; lane 3, fraction applied to the column; lane 4, fraction not bound to the column (loading conditions 150 mM
KCl); and lanes 5-10, fractions eluted with 150, 300, and 500 mM and 1, 1.5, and 2M KCI, respectively. Complexes are indicated by arrows. (C)
SDS-PAGE electrophoresis (15%) of different protein fractions of the ss-DNA-agarose affinity chromatography stained with Coomassie blue. Lane
1, molecular weight markers (kDa); lane 2, 10 pg high salt extracted nuclear enriched fraction (affinity chromatography input); and lane 3, fraction
eluted at 500 mM KClI (2 pg). (D) Southwestern blot assay. Poly[dT-dG];s was radiolabeled and used as a probe. Lanes 1-3, nuclear enriched fraction
20, 2, and 0.2 g, respectively. Lanes 4 and 5, fractions from a ss-DNA-agarose affinity chromatography eluted with 300 and 500 mM KCl, re-
spectively. (E) Poly[dT-dG];s was radiolabeled and used as a probe for EMSA with protein fractions of the poly[dT-dG];s—biotin—avidin—agarose
chromatography. Lane 1, free probe; lane 2, enriched nuclear fraction before high salt extraction; lane 3, fraction applied to the column; lane 4,
fraction not bound to the column (loading conditions 150 mM KCl); and lanes 5-10, fractions eluted with 150, 300, and 500mM and 1, 1.5, and 2M
KCl, respectively. Complexes are indicated by arrows.
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Identification of the complete coding sequence of Tc38

By analogy with the orthologous genes, this EST
represented up to 50% of the total coding sequence. RT-
PCR and library screening was performed in order to
obtain the complete coding sequence. A genomic clone
was isolated containing a 1014 pb ORF coding for a
predicted protein of 338 amino acids (MW 38381.1 Da)
named Tc38. The genomic Southern blot pattern sug-
gests that 7¢38 is a single copy gene (data not shown).
RT-PCR allowed the identification of the 5 splicing
aceptor site which was located 36nt upstream of the
AUG (Fig. 2). Analysis of the predicted primary struc-
ture of the Tc38 protein indicated a basic isoelectric
point (p/ of 9.34). No putative conserved domains, ei-
ther compositional or architectural, were found. The
protein is characterized by a high frequency of Ser, Leu,
and diamino acids. This peculiarity has also been re-
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181 GTTGTGTTCA GTCAACAACA TCACATCCTC GAGAGCAATC AGAAGGCCCG CAGCAGTCCA
MAD1
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301 CCTG?ECCTA CGCAGTTGCT GCTGGACARAG CCACTGGAGC TTTTTAATTT CGACCAACTC
MAD4 ®

L s P P E VM E A P R H s S ¥ 8 s R K M
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R 8§ s I I L T K s s L K L F H 8 8 @ L I
541 CGTAGITCCA TCATCCTTAC AARAAGTTCG CTTAARACTGT TTCACTCCAG CCAACTGATT

G G E A L M T H P V 8 G G 8§ R K L ¥ § K

601 GGGGGAGAGG CTCTGATGAC ACACCCAGTC T{TGGCGGAT CGAGGAAGTT GTACAGCAAA
MAD2 “;444444444444444

K G E A F QI L 8 D ¥ I R @ N K F N 8 6

661 AAGGGCGAAG CTTTTCAAAT TCTTTCGGAT TATATCCGIC AGAATAAGTT CAACAGTGGT

L ¥ F T N R Q L E F F KL AV QP 8 Q@ T
721 CTTTACTTTA CARATCGCCAR GCTGGAATTT TTTAAGCTIG CCGTGCAGCC AAGCCRGACA

P VvV S L DV T S G D R ¥ L I Y NV E Q L
781 CCGGTGTCAC TAGACGTCAC ATCAGGGGAT CGGTATCTAA TCTATAACGT GGAACAGCTT
e
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K K K G V P L K N E G S A S L Q vV E L ¥
1021 AAGAAGAAGG GAGTACCACT GARAAATGAG GGCAGTGCTT CGCTTCAGGT TGAGCTGTAT

N V E Q L 8§ N P E E A F A K A G L F vV Q
1081 AATGTGGAGC AGCTTAGCAAR CCCAGAAGAG GCTTTTGCCA AGGCCGGTCT CTTTGTTCAG
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Fig. 2. Sequence analysis. The open reading frame is shown in bold.
RT-PCR enabled the location of the trans-splicing acceptor AG
(boxed) and the polypyrimidine tract preceding the spliced leader ac-
ceptor (underlined). The different primers used in this work are indi-
cated by arrows. Stop codon (#).

ported for a putative transcription factor in Leptomonas
seymouri [14,15]. These features suggest that Tc38 may
belong to a new family of nucleic acid binding proteins.
The orthologous genes in L. major and in T. brucei
(coding for proteins of 347 and 338 amino acids) show
amino acid identities of 70% and 79%, and similarities of
83% and 89%, respectively.

A putative mitochondrial targeting sequence is ob-
served in the amino terminal portion of the protein [16].
Recently, the orthologous genes in 7. brucei and L.
tarentolae have been reported as mitochondrial RNA
binding proteins [17]. These data suggest that Tc38
may also have a mitochondrial localization. Further
experiments are needed to demonstrate the actual
localizations.

In vitro binding activity of the recombinant protein

The complete coding sequence was amplified and
cloned in the pGEX-4T E. coli expression vector to
obtain a recombinant protein fused to GST. A protein
of approximately 64 kDa was detected in protein ex-
tracts prepared after induction of E. coli BL21 bacterial
cells. About half of the recombinant protein remained in
the soluble protein fraction after bacterial sonication.
The protein was purified by chromatography on a glu-
tathione—Sepharose column and eluted with 10 mM, pH
8, reduced glutathione. The purification yielded a major
band of 64 kDa. A Western blot analysis was performed
using a polyclonal anti-GST antiserum, showing that
the purified protein corresponds to the Tc38-GST fusion
protein (Fig. 3). The recombinant fusion protein was
tested in EMSA using the [dT-dG] repeat target. This
allowed for the observation of a complex yielding a clear
signal (Fig. 4A). The detection of a second complex was
also evident in some preparations (Fig. 4A). This second
complex is also observed when using large amount of
the recombinant protein. Analysis of the EMSA gels by
silver staining and Western blot, using the GST-anti-
body, indicated that most of the protein appears as high
molecular weight multimers or aggregates which do not
bind the target. Nevertheless, two bands colocalized
with the observed complexes (data not shown). Control
experiments using GST protein were negative. Compe-
tition experiments using different polydeoxynucleotides
clearly demonstrate the specificity of Tc38 for the
poly[dT-dG] target (Fig. 4B). Furthermore, competition
experiments using a poly[U-G] repetitive sequence
showed that Tc38 presents a higher affinity for the
deoxynucleotide repeats (Fig. 4B).

A novel type of single-stranded nucleic acid binding
protein recognizing specifically the motif poly[dT-dG],
highly frequent in the intergenic regions of 7. cruzi, has
been identified.

Single stranded nucleic acid binding proteins are in-
volved in numerous processes in genome dynamics,
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Fig. 3. Purification of the recombinant fusion protein. (A) SDS-PAGE
analysis in 10% acrylamide gels. Lane 1, E. coli BI21 bacterial extracts
from uninduced cells; lane 2, E. coli BI21 bacterial extracts from
0.5mM IPTG induced cells; lane 3, recombinant fusion protein puri-
fied by glutathione-Sepharose chromatography. (B) Lane 1, the puri-
fied recombinant protein was electrotransferred onto Protran
membranes and incubated with a 1/2000 dilution of the polyclonal
anti-GST serum. The molecular mass standards (kDa) are indicated on
the left.
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Fig. 4. EMSA with the recombinant protein. Poly[dT-dGl], was ra-
diolabeled and used as a probe for EMSA with the recombinant Tc38-
GST protein. (A) Lane 1, free radiolabeled probe; lane 2, 200 ng of
recombinant Tc38-GST; and lane 3, 200ng of recombinant GST.
Complexes are indicated by arrows. (B) Competition assays with in-
creasing amounts of the unlabeled nucleic acids competitors. The first
lane of each gel shows the reaction without competitor. Increasing
amounts of the competitors are indicated above each triangle (left to
right). Upper and middle panel: 1-, 10-, and 100-fold molar excess.
Lower panel: 1-, 5-, 10-, 50-, and 100-fold molar excess of the com-
petitor. TG, [dT-dGJ40; CG, poly[dC-dG]; AT, poly[dA-dT]; T,
poly[dT]; MPI1, 30mer oligonucleotide; IC, poly[dI-dC]; and UG,
poly[U-G].

transcription, RNA maturation, and post-transcrip-
tional regulation.

The [dT-dG] repeats are highly frequent and asym-
metrically strand distributed in 7. cruzi [10]. This seems
not to be restricted to trypanosomatids, as similar
findings were observed also in the human, mouse,
Caenorhabditis elegans, and yeast genomes, suggesting a

specific function for these repeats [18]. The poly[dT-
dG] - [dC-dA] tracts could adopt particular non-B DNA
structures, generating single-stranded DNA tracts, fa-
vored or recognized by specific proteins [19-22]. The
potential localization of Tc38 in mitochondria as well as
nuclei leads us to search for the presence of these di-
nucleotide repetitive sequences in kinetoplast DNA. We
have found some poly[dT-dG] tracts, but a statistical
analysis could not be carried out due to the limited
amount of data.

Though our in vitro analysis clearly establishes a
specificity for the polydeoxy-dinucleotide probe, we
could not ecliminate the possibility that the actual
physiological target could be the ribonucleotide. In fact,
the polycistronic nature of transcription in trypanoso-
matids necessarily suggests another putative role of
these repeats in RNA maturation and regulation [9]. It
has been very recently reported that downregulation of
the orthologous protein TbRBP38 in RNAI assays re-
duces the stability of total mitochondrial RNAs [17].
Another possibility could be the involvement of Tc¢38 in
RNA maturation. The [U-G] repeat has been identified
as an intron signal involved in alternative splicing [23]
and as a strong splicing enhancer [24]. A splicing regu-
lator protein that specifically recognizes the poly[U-G]
has also the ability to bind [dT-dG] repeats [25].

In summary, we report here the identification of a
novel single stranded nucleic acid binding protein from
T. cruzi epimastigotes. The unusual features in fre-
quency, location, and strand distribution of the target
[10] strengthen the relevance of the recognition event.
This characterization constitutes a contribution for the
elucidation of trypanosome peculiarities in regulation of
gene expression.
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Resultados y Discusién

43.2 ESTUDIO COMPARATIVO DE PROTEINAS DE UNION A
LOS POLIDINUCLEOTIDO (TG)N Y (CA)N

Los resultados obtenidos posteriormente en el estudio de los dinucledtidos en la
modulacion de la expresion génica mediante el uso de genes reporteros (Resultados y Discusion
4.2) nos lleva a proponer un rol protagoénico para los poli-dinucleétidos (CA)n. Los complejos
ADN-proteina que reportamos con la sonda (CA)s tienen un comportamiento claramente
diferente al del (TG)n. Esto se hace evidente en los perfiles de migracion de los complejos, asi
como en la especificidad y estabilidad de los mismos (Duhagon, 2000; Duhagon et al., 2001).

La proteina recombinante GST-Tc38 se une no solamente a la sonda (TG)yo sino también
a la sonda (CA)s como se muestra en el experimento de EMSA de la Fig. 4.3.2.1 A. El complejo
que corresponde a la proteina recombinante es el mas intenso y de menor migracion. Los dos
complejos mas pequefios observados con GST-Tc38 (G-Tc38 en la Fig. 4.3.2.1A) son producto
de contaminacion con el extracto de E. coli y degradacion (datos provenientes de controles no

mostrados).
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Figura 4.3.2.1. Autoradiografia de EMSA con la proteina
recombinante GST-Tc38 y la sonda (CA);s marcada con
¥p_yATP. El ensayo se llevd a cabo en las condiciones
descritas en Materiales y Métodos. A. Reacciones control
sin proteina (-), con extracto proteico total de
epimastigotas de T. cruzi (Tc) y con la proteina
recombinante GST-Tc38 (G-Tc38). B. Competencia del
complejo (CA)5-GST-Tc38 y el oligonucledtido (CA)y 0
MP1 (CGCCGGGCGTGTGCTGCCAAACCGCTGACC).
Los triangulos indican concentraciones crecientes de
competidor. Para (CA), la concentracion del competidor
especifico usada es de 1, 10 y 100 veces exceso molar
. de la sondamarcada. Para MP1 10 y 100.

El estudio de la especificidad de este complejo empleando la sonda fria como competidor
muestra que si bien existe un ligero desplazamiento del complejo con un exceso molar de 10
veces, no se alcanza un desplazamiento completo aun con 100 veces de exceso molar (Fig.
4.3.2.1 B). Esto contrasta con la especificidad mucho mayor de los complejos entre la misma

sonda y los extractos nucleares de epimastigotas que habia sido reportada previamente
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(Duhagon, 2000). De hecho los complejos eran completamente desplazados por 1-10 veces de
exceso molar de la sonda no marcada. En acuerdo con esta inespecificidad, la competencia con
el oligonucledtido MP1 resulta incluso mas efectiva, logrando un desplazamiento completo a 100
veces de exceso molar. Sin embargo, los complejos entre (CA)s y proteina de epimastigotas
previamente caracterizados mostraron permanecer estables incluso a esta ultima concentracion
de competidor (Duhagon et al., 2001). Esto podria estar sugiriendo que Tc38 tiene una
capacidad general de union a ADN en hebra simple e incluso a la secuencia (CA)n, pero que su
afinidad por esta secuencia es menor que la observada con (TG)n. De hecho, para esta ultima
sonda observamos que el complejo con la proteina recombinante de fusion era desplazado en
forma importante a 10 veces exceso molar y a 100 desaparecia completamente (Duhagon et al.,
2003). En conjunto estos resultados sugieren que la identidad de las proteinas de T. cruzi que
forman los complejos con (CA)n podria ser diferente a la de los complejos con (TG)n.

Luego de la obtencion y purificacion del anticuerpo policlonal anti-Tc38 fue posible

Sonda: TG CA
Anticuerpo: - - 4+ + +C +C - -+ +C  +C
Extracto: - + -+ - LU= + - - +

Figura 4.3.2.2. Autoradiografia de EMSA con extractos totales de epimastigotas de T. cruzi
y sondas marcadas con **yP-ATP. Sobre las lineas se indica la sonda utilizada: CA ((CA)y) 0
TG ((TG)a0). Las reacciones y la electroforesis se llevaron a cabo en las condiciones descritas en
Materiales y Métodos y la composicién diferencial en las reacciones del experimento se indican
como Anticuerpo (+ : anti-Tc38 seleccionadas por cromatografia de afinidad con los extractos de
T. cruzi unidos a affigel-10 y +c : anti-TcPuf6), Extracto proteico (2 mg) y Sonda (1ng equivalente
a 10000cpm).
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analizar si los complejos entre el repetido (CA)n y los extractos proteicos de T. cruzi contenian
también a Tc38. Cuando se ensayaron estas reacciones se observd que, en condiciones de
saturacion de la sonda, el anticuerpo anti-Tc38 es capaz de super- retardar alguin componente
de los complejos con (CA)n. Obsérvese que en presencia de anti-Tc38 aparece un complejo de
migracion menor, lo que podria indicar que exista alguna clase de interaccion proteina-proteina
entre Tc38 y las proteinas de union a (CA)n. Pero, esencialmente se mantiene el complejo
observado en ausencia de anticuerpo (Fig. 4.3.2.2). El anticuerpo policlonal anti-TcPuf6
(Dallagiovanna et al., 2005), purificado por la misma metodologia que el anticuerpo anti-Tc38
(exceptuando el paso de absorcion al extracto de T. cruzi), se ensayé en la misma
concentracion y no produjo super-retardo. Esto confirma que los super-retardos producidos con
el anticuerpo anti-Tc38 son especificos.
De cualquier manera, es posible que la interaccion entre Tc38 y la/s proteina/s de union
a (CA)n sea simplemente artefactual debida a que en este tipo de ensayo in vitro se contactan
compartimentos naturalmente separados. De hecho, la proteina Tc38 parece tener una Unica
localizacion mitocondrial (ver mas adelante Resultados y Discusién 4.4.1), y es posible que la/s
proteina/s de union a (CA)n se ubiquen en otro compartimiento subcelular. Tengamos presente
que, si bien el experimento mostrado en la Fig. 4.3.2.2 ensaya extractos proteicos totales, los
experimentos iniciales de caracterizacion de los complejos de unién a (CA)n y (TG)n se hicieron
utilizando extractos proteicos enriquecidos en nucleos. Es posible también que exista una
pequefa dosis de Tc38 en el nucleo, no detectada en la inmunohistoquimica, que esté dando
cuenta entonces, de una interaccion que si ocurre in vivo. Por ultimo, teniendo en cuenta la
contaminacion con mitocondria que tienen nuestros extractos nucleares (ver mas adelante
Resultados y Discusién 4.4.1) no se puede descartar que la/s proteina/s de union a (CA)n
también posean una localizacion mitocondrial y actuen alli en forma concertada con Tc38.
Finalmente, realizamos experimentos de entrecruzamiento con UV de extractos totales
con los repetidos dinucleotidicos (TG)n y (CA)n en hebra simple para intentar determinar el peso
molecular de las proteinas que forman los complejos proteicos (Fig. 4.3.2.3). Esto nos permitiria
conocer si existe alguna proteina, ademas de Tc38, que se una a (TG)n y a (CA)n y también si
Tc38 forma parte de los complejos con (CA)n. Las reacciones se efectuaron analogamente a las
de union para el EMSA de la Fig. 4.3.2.1. Con la sonda (TG)n se observan tres bandas de
aproximadamente 30, 51 y mayor a 170kDa. El peso molecular de la sonda (TG), es 12384Da y
el de Tc38 es de 38374Da, de modo que el complejo (TG)x-Tc38 deberia pesar 50758Da, lo
que sugiere que la banda de 51kDa podria corresponder a Tc38. Mas aun, esta banda es
claramente desplazada por el anticuerpo anti-Tc38 mientras que no se observa desplazamiento
de las otras dos. Estas proteinas, de aproximadamente 18kDa y mas de 170kDa, aun no han
sido purificadas. En los carriles con la sonda (CA), se observan dos bandas de pesos
moleculares (alrededor de 60 y 80kDa) que no son desplazadas por el anticuerpo anti-Tc38.
Esto apoya el hecho de que las proteinas que interaccionan especificamente con (CA)n son
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diferentes a Tc38 y a las que se unen a (TG)n. El peso molecular del oligonucledétido (CA)y es
de 12048Da por lo que los pesos moleculares de las proteinas de que establecen interacciones

con (CA),, serian de aproximadamente 48 y 68kDa.

Los resultados de estos experimentos apuntan a que las proteinas que forman los
complejos especificos con (TG)n y (CA)n son basicamente diferentes. Esto confirma los
resultados previos y esta de acuerdo con nuestra hipétesis inicial de que las secuencias
repetidas (TG/CA)n se encuentren desapareadas en el ADN y sean reconocidas por complejos
proteicos diferentes que contribuyan a la generacion y/o mantenimiento de la asimetria
necesaria para la maquinaria transcripcional. Una de estas proteinas, Tc38 pudo ser aislada y

caracterizada.

Sonda: TG CA CA+TG

a-Tc38: % - + + . 5 = + +
Extracto: . + + + - + + + .
uv: + 2 + - + - + “ .
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Figura 4.3.2.3. Autoradiografia de un gel SDS-PAGE 12.5% en el que se entrecruzaron por
radiaciéon UV reacciones de union entre extractos proteicos totales de epimastigotas de T.
cruzi y sondas marcadas con 32-P-yATP. Sobre las lineas se indica la sonda utilizada: CA
((CA)x) o TG ((TG)a). Las reacciones y la electroforesis se llevaron a cabo en las
condiciones descritas en Materiales y Métodos y la composicion diferencial en cada carril se
indican como Anticuerpo (+ : anti-Tc38 seleccionadas por cromatografia de afinidad con los
extractos de T. cruzi unidos a affigel-10), Extracto (2 mg) y Sonda (1ng equivalente a
10000cpm). Se senala también si las reacciones fueron sometidas a radiacién UV. Los pesos
moleculares de las bandas del marcador usado se indican en el primer carril (PageRuler
Prestained, Fermentas).

No es posible a partir de estos ensayos discernir si el blanco de estas proteinas es ADN
simple hebra o ARN. Ahora sabemos que los dinucledtidos (CA)n pueden actuar como
potenciadores de la expresion de genes en T. cruzi, por lo menos cuando se encuentran en
regiones UTR. Seria posible entonces, si es que la regulacion se da a nivel post-transcripcional,
que las proteinas de union a (CA)n que estamos detectando en estos ensayos sean proteinas

de union a ARN.. Para analizar esta posibilidad se podrian estudiar y comparar por EMSA las
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propiedades cinéticas de la interaccion con los oligonucleétidos (CA)n y su analogo
ribonucleotidico (CA)n tal como se realiz6é previamente ((Duhagon, 2000; Duhagon et al., 2001)
para la caracterizacién de Tc38 (Duhagon et al., 2003), Resultados y Discusion 4.4.1).

Como perspectiva a la continuacién de este trabajo nos proponemos la purificacion del
resto de las proteinas implicadas de modo similar al reportado para Tc38 (Duhagon et al., 2003).
Dados los antecedentes de la purificacion de Tc38 nos parece importante mejorar la pureza de
los extractos nucleares preparados para disminuir la contaminacion mitocondrial (Resultados y
Discusion 4.4.1). Alternativamente podrian invertirse esfuerzos en analizar si es posible
distinguir los retardos obtenidos con la fraccidn mitocondrial y la fraccion nuclear altamente
puras. De existir diferencias importantes, esto podria servir para controlar la purificacion
comenzado de extractos totales incluso. También creemos util incorporar el ensayo de
entrecruzamiento para el analisis de las etapas de la purificacion ya que nos ofrece el dato
adicional del peso molecular de las proteinas.

Los resultados obtenidos con los vectores reporteros (Resultados y Discusion 4.2) que
indican que los repetidos (CA)n pueden actuar como estimuladores importantes de la expresion
génica, asi como los datos obtenidos de los analisis bioinformaticos que muestran la abundancia
de los repetidos en las regiones cercanas a los genes (Resultados y Discusion 4.1), nos
estimulan a proseguir con este trabajo con la idea de poder estar en el camino de la
identificacion de proteinas que tengan un papel importante en la regulacién de la expresion

geénica de los tripanosomatidos.
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4.4 Caracterizacion de una proteina
de union a (TG)n: Tc38

4.4.1 MANUSCRITO: CARACTERIZACION DE TC38. DUHAGON, MA.
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Tc38, a nucleic acid binding protein expressed in all developmental stages of
Trypanosoma cruzi presents changes in the intramitochondrial distribution during

the cell cycle.

Maria Ana Duhagon, José R. Sotelo-Silveira,
Lucia Pastro, Leticia Perez, Dante Maugeri, Juan J. Cazzulo

Noreen Williams, Bruno Dallagiovanna, Beatriz Garat

ABSTRACT

The protein Tc38 of Trypanosoma cruzi has been isolated as a single stranded DNA
binding protein presenting high specificity for the poly[dT-dG] sequence. It is exclusive and
conserved among trypanosomatids, but lacks homology to known functional domains. The
orthologous proteins have been involved in quite different cellular processes. Enriched dTdG
sequences are present in different biological relevant elements, not only at the nuclear DNA but
also at the mitochondrial DNA. In order to understand the function of Tc38 we inquired the in vitro
binding ability using epimastigota protein extracts. We found that the native state of the protein
participates in complexes with the poly[dT-dG] probe as well as with other enriched dTdG
oligonucleotides such as the telomeric repeat, the universal minicircle sequence (UMS) and a
related repeated sequence found in the maxicircle. We then addressed the issue of its
expression. We found that Tc38 is constitutively expressed along the life cycle of T. cruzi. The
subcellular localization was analyzed using biochemical and immunohystochemical approaches.
Our results indicate that Tc38 is dispersed through the mitochondria showing a preferentially
enriched co-localization with the kinetoplast. Interestingly, though Tc38 is constitutively
expressed along the cell cycle of T. cruzi, its distribution changes from a homogeneous kDNA
co-localization in G1, to the exclusively kDNA antipodal sites during S and G2 phases These
data altogether point to a role of Tc38 in the replication and maintenance of the kDNA,
complementing and reinforcing the findings reported for T. brucei and suggesting that Tc38 may

have a common role within trypanosomatids.

Keywords: Trypanosoma cruzi, dinucleotide repeats, single-stranded nucleic acid

binding proteins, Tc38, kDNA replication
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INTRODUCTION

Trypanosoma cruzi is an ancient protozoan responsible for Chagas disease. Probably as

a consequence of its evolutionary distance from higher eukaryotes this protozoan shows several
peculiarities. One of the still unsolved issues on gene expression regulation in trypanosomatids is
the mechanism of transcription initiation for protein coding genes. The identity of promoter
sequences for this kind of genes remains to be determined, or otherwise, a different paradigm
has to be understood. Holding the hypothesis of an RNA polymerase Il initiation at low specificity
sites along the polycistronic unit (McAndrew et al., 1998) and considering that DNA dynamic
processes associated with strand switch have been implied in leading or facilitating the
transcriptional process (Martinez-Calvillo et al., 2003), DNA conformation rises as a major point
of analysis. In this context, we proposed that in T. cruzi, [dT-dG] repeats could have a role on this
distinctive process. This idea was based on their high frequency and asymmetric strand
distribution in the vicinity of CDS in addition to the finding of nuclear proteins that specifically bind
to them (Duhagon et al., 2001). Using poly [dT-dG] oligonucleotide in an affinity chromatography
we purified a putative single stranded DNA binding protein, named Tc38 that is uniquely shared
by the trypanosomatids . This protein lacks of known domains that could allow inferences about
its role in the cell. In fact, three reports have proposed its involvement in different processes of
the biology of the parasites. The first report described the Leishmania major orthologous protein
of Tc38, as a mitochondrial RNA binding protein (Rbp38) (Sbicego et al., 2003). The subcellular
localization was supported from its isolation from mitochondrial fractions and from its hypothetical
N-terminal targeting signal. The down regulation of the ortologue in Trypanosoma brucei
(TbRbp38) by RNAI resulted in a non-specific reduction of the half-life of RNA transcripts
apparently not affecting transcription. The RNA binding protein category was ascribed because
of the potential of the recombinant protein to bind in vitro to mitochondrial cognate RNA
substrates. Later, the homologous protein of Leishmania amazonensis (LaGT2) was purified
from nuclear and S100 extracts by single stranded G telomeric oligonucleotide affinity columns
(Fernandez et al., 2004). However, the in vitro binding preferences of the native protein suggest
potential target recognition not restricted to telomere sequences. Finally, Liu et al. proposed that
the ortologue in T. brucei (p38) function in mitochondrial DNA replication (kDNA) (Liu et al.,
2006). The overexpression of the fusion p38-GFP protein in procyclic cells showed a widespread
mitochondrial location and a strong signal at the antipodal sites of the kDNA. The recombinant
fusion protein GST-p38 is able to recognize in vitro the minicircle replication origin and in
addition, the RNAi of p38 leads to the loss of KDNA and to the accumulation of underwound
minicircles. The kKDNA which is composed of two types of topologically catenated circular DNA
molecules: maxicircles (20 to 37 kb) and minicircles (0.5 to 2.8 kb). The few dozens of
maxicircles bear information equivalent to that of the mDNA from higher eukaryotes while the
several thousand diverse minicircles carry information for RNA editing in the form of guide RNA
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(gRNAs) that extensible modify the maxicircle mRNA transcripts (Lukes et al., 2005). The
replication of the kDNA is a complex process that takes place in a highly organized spatial and
temporal pattern. It involves several KDNA replication specific proteins mainly characterized in T.
brucei, Leishmania and Chritidia fasciculata (Liu et al., 2005). Several proteins associated tof T.
cruzi kDNA have been also reported [Topo Il (Fragoso and Goldenberg, 1992), kDNABPs
(Zavala-Castro et al., 2002), UMSBP (Coelho et al., 2003) KAP1 (Gonzalez et al., 1990), Hsp70
(Engman et al., 1989), Calreticulin, a Ca(2+) chaperone (Souto-Padron et al., 2004), CRK1
(Gomez et al., 2001)]. Undoubtedly, single stranded DNA binding proteins must be part of the
replication machinery of this DNA.

Previously we reported the isolation from T. cruzi nuclear enriched fractions of a protein
(Tc38) showing a strong specificity for the TG repeats in the ssDNA. Nevertheless, the presence
of a conserved mitochondrial targeting signal at the NH, end of the protein lead us to suspect of a
putative dual localization that could be accounted considering a role in nucleic acid dynamics at
both the nucleus and the mitochondria. In agreement with the later, TG dinucleotides are well
represented in minicircle and maxicircles. Replication origins of minicircles: Universal Minicircles
Sequence (GGGGTTGGTGTA) is present in varying copy numbers and is well conserved among
different kinetoplastids (Macina et al., 1986); (Ryan et al., 1988). The exact sequence of the
maxicircle origin is not yet known although the region has been mapped in T. brucei (Carpenter
and Englund, 1995). Though TG rich repeated sequences have been described in T. cruzi,
neither T. cruzi nor C. fasciculata maxicircles bear the two copies of the sequence UMS like
sequence of the T. brucei variable region. This fact questioned a common mechanism for maxi
and minicircle replication (Westenberger et al., 2006). Indeed, current views point to a different
mechanism for the replication of both kinds of circles (Shlomai, 2004). Since replication origins
are regions with propensity to melt in order to allow the landing of the replication machinery and
single stranded DNA binding proteins assist in the maintenance of the unwound state, the
involvement of a protein like Tc38 sounds reasonable. Besides single-stranded conformations
mediated or maintained by TG tracts in the nuclear DNA and single stranded DNA binding
proteins recognizing them specifically could also favor the initiation and/or elongation of
transcription. Indeed, single stranded elements and proteins recognizing them specifically have
been reported to affect the transcriptional process of protein coding genes by RNA polymerase |
(Berberof et al., 2000). The close association between elements that sustain transcription and
replication is well documented (Rivier and Rine, 1992) and could be a bridge between
nuclear/mitochondrial transcriptional/replication roles of Tc38.

Here we analyzed the ability of Tc38 to bind different targets. We found that the native
protein participates of the specific complexes of the nuclear enriched fraction with the poly[dT-
dG] that we had previously characterized . In vitro, a high affinity could be determined for these
native complexes. Besides, we found that Tc38 is able to other dT-dG enriched oligonucleotides:
the telomeric repeats, the minicircle UMS and a maxicircle repeated sequence. These data point
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to a role for Tc38 not restricted to kDNA minicircles. In order to further understand the role of
Tc38 in T. cruzi, we decided to study its expression. Tc38 is constitutively expressed in all the
stages of T. cruzi life cycle. We then studied the subcellular localization of the Tc38 by different
approaches. All the data are consistent with the protein being primarily mitochondrial. Indeed,
immunohistochemistry not only confirms a widespread mitochondrial distribution but also an
discrete location in the kinetoplast. The observed subcellular localization of Tc38 in T. cruzi is
compatible with the role on kDNA replication and maintenance previously proposed for the T.
brucei homologue (Liu et al., 2006). Finally, we performed an analysis of Tc38 expression along
the cell cycle. Interestingly, Tc38 changes its location relative to the kinetoplast disk displaying a
homogeneous distribution in G1, an antipodal location on S phase and an antipodal looped
connected distribution in G2. This behavior complements and reinforces the role for Tc38 on the

kDNA replication and maintenance.

MATERIALS AND METHODS

Parasite culture

The T. cruzi DM28 strains were used for the experiments. Epimastigotes were cultured to
exponential growth phase in liver infusion tryptose (LIT) liquid medium (Camargo, 1964)
supplemented with 10% heat inactivated fetal calf serum (Sigma), 0.025 mg/ml hemin, 30ug/ml
streptomycin and 50ug/ml penicillin at 28°C. Metacyclic trypomastigotes were prepared
according to Contreras et al. (Contreras et al., 1985). Briefly, epimastigotes in late exponential
growth phase were harvested by centrifugation and incubated for two hours at 28°C in artificial
triatomine urine medium (TAU; 190 mM NaCl, 17 mM KCI, 2 mM CaCl,, 2 mM MgCl,, 8 mM
phosphate buffer pH 6.0) at a density of 5 x 10® cells/ml. Thereafter, the parasites were
incubated in TAU3AAG medium (TAU supplemented with 10 mM L-proline, 50 mM L-glutamate,
2 mM L-aspartate, 10 mM glucose) to a final concentration of 5 x 10° cells/mL. After incubation at
28°C for 72 hr, the parasites were resuspended in PSG (73 mM NaCl, 1% glucose, 5 mM sodium
phosphate, pH 8.0) and separated in DEAE-52-cellulose (de Sousa, 1983). The metacyclic
trypomastigotes obtained were recovered by centrifugation and resuspended in TAU medium.
They were then treated for 30 minutes at 37°C with an equal volume of fresh guinea pig serum.
After washing the parasites 3 times with NKM buffer (40 mM NaCl, 5 mM KCI, 2 mM MgCl,, 10
mM HEPES, pH 7.4), they were used to infect VERO cells in a 10:1 parasite: VERO cell ratio
used for infection. The infected monolayers were cultured in RPMI medium (SIGMA) at 37°C
without agitation in a 5% CO, atmosphere for 4 days. After 24 hours of infection the medium was
changed daily. Four-day-old infected monolayers of VERO cells containing amastigotes were
transferred to a 37°C incubator without CO, supply. After approximately two days, disrupted cells
released the intracellular amastigotes. They were purified from the cell debris by allowing them to
decant in sterile 50 mL Falcon tubes and/or by centrifugation at 1,000 x g for 5 minutes. The
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calculated purity of the different developmental stages was between 90-100%. Protein extracts

were prepared as previously described (Dallagiovanna et al., 2001).

Tc38 Antibody

A polyclonal antiserum (anti-Tc38) was raised in New Zealand White rabbits by
immunization with the recombinant fusion protein GST-Tc38 using Freund’s adjuvant. Rabbits
were inoculated sub-cutaneously three times, at two-week intervals, with the protein (250 pg
each time) and serum was obtained two weeks after the last boost. The polyclonal serum was
purified on DEAE Affi-Gel®Blue Gel columns (BioRad) following manufacturer’s instructions.
Afterwards affinity purification using protein extract of T. cruzi epimastigotes and E. coli protein
extract bound to Affi-Gel 10 Gel columns (BioRad) was performed. 1ml of Affigel-10 was washed
with H,0 and incubated with 24 mg (8ml) of whole T. cruzi (A) or E. coli (B) protein extract
dialyzed against 0.1M MOPS pH 7.5, for 2 hours with gentle rocking. Afterwards, 0.1 ml of 1M
glycine ethyl ester pH 8 was added to reaction, incubated at 1h at 4°C and thoroughly washed
with 1x PBS. Then, 4.5 ml of the serum fraction purified by DEAE Affi-Gel®Blue (2mg/ml) was
added to the resin and incubated for 1.5 hours at room temperature with gentle rocking. The
resin was decanted by gravity and the supernatant of the column B was recovered. This antibody
fraction was used in western blot assays. For the column A the supernatant was discarded and
the antibody fraction bound to the T. cruzi extract was eluted by the addition of 1ml of 0.1 M
glycine-HCI pH 2.3 after previous washes in 1x PBS, Tween 1% (10 ml three times) and one
wash with 1x PBS. The eluate was collected in 0.2 ml of 1M Tris-Cl pH 11 for a quick
neutralization and was stored at 4°C with 0.2 % sodium azide. This antibody fraction was used in
EMSA experiments. Puf 6 antibody used in the experiments was the serum fraction purified by
DEAE Affi-Gel®Blue.

Western blot

Protein extracts were separated by electrophoresis in 12.5 % SDS-polyacrylamide gels
and electro-transferred onto ECL membranes (GE Healthcare) following standard procedures.
Blots were blocked by incubation in 5 % skim milk powder in buffer PBS-0.1% Tween and were
then incubated for 1 hour at room temperature with the polyclonal antibody purified on procedure
B (described above) diluted 1:500 dilution. Bound antibodies were detected using peroxidase
conjugated AffiniPure goat anti-rabbit IgG (H+L) (Jackson Immuno Research) diluted 1/2,500,
with the color reaction developed using 5 mg of DAB (Sigma) in 10 mL 0.05 M Tris pH 7.6 and
10 pL 30% H,0..

Digitonin treatment
A preliminary assessment of the subcellular localization of the enzymes was made by

digitonin treatment of intact parasite cells as been reported (Maugeri and Cazzulo, 2004). Briefly,
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epimastigotes of the CL Brener clone were suspended in 25 mM Tris-Cl buffer, pH 7.6,
containing 1 mM EDTA and 0.25 M sucrose, E-64 10 uM with the addition of a freshly prepared
digitonin at final concentrations up to 3 mg/ml. After incubation at 25°C for 5 min, the cells were
separated by centrifugation and the supernatants were kept for enzyme assays. The pellets were
suspended in the same buffer and sonicated. Enzymatic activities of marker enzymes for
mitochondrion, glycosomes, and cytosol were determined in both fractions. 100%activity is taken
as the sum of the activities in both supernatants at a given digitonin concentration. The protein
concentration of Tc38 was determined by western blot following the procedure described above.
The membranes were then scanned at 600 dpi and the bands were quantified using the software
IDScan EX v3 1.0 (Scanalytics, Inc.). The intensity of each band is calculated as the Gaussian

integrated density.

Cell fractionation by centrifugation

The subcellular localization was also studied following the previously described
methodologies of differential centrifugation (Maugeri and Cazzulo, 2004).The fractions obtained
were: nuclear fraction (N, 1,000 g,10 min), large granules (LG, 7,600 g,10 min), small granules
(SG, 27,000 g,20 min), microsomal fraction (M, 200,000 g,1 h) and the soluble fraction (C).The
latter contains the cytosol as well as soluble proteins leaking out of damaged organelles. The
pellets were washed three times and suspended in 1.1 ml of the same buffer used for digitonin.
Enzymatic activities of marker enzymes for mitochondrion glycosomes, microsomes and cytosol

and protein concentration of Tc38 were determined as explained above.

Biochemical markers for subcellular compartments

The enzymatic activities were assayed at 30°C, the reaction mixtures were equilibrated
for 3 min at this temperature, and the reactions were usually started by addition of the cell-free
extract. Citrate synthase (CS, mitochondrial marker (Cannata and Cazzulo, 1984), hexokinase
(HK, glycosomal marker), NADPH citochrome C reductase (CR, microsomal marker) and
piruvate kinase (PK, cytosolic marker (Cazzulo et al., 1989)) were assayed as previously
described (Maugeri and Cazzulo, 2004).

Immunohistochemistry
For immunohistochemistry parasites were harvested from culture media, washed four
times and resuspended with PBS (2 x 10° cells/ml) and deposited on poly-lysine coated slides.
There, they were fixed with 2% paraformaldehyde in PBS during 15 min at 4°C, permeabilized by
three short incubations in PBS-0.1% TRITON followed by blocking with PBS-0.1% TRITON 1%
BSA during 30 minutes. The slides were then incubated with the primary antibody (anti-Tc38) in
PBS-0.1% TRITON-0.1% BSA, washed three times and then with the secondary antibody anti-
rabbit Alexa-488 F(ab’) fragment of goat anti-rabbit IgG (H+L) (Molecular probes). Incubations
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were done overnight at 4°C or alternatively 4 hours at 37°C. Total DNA staining achieved using
DAPI 10ug/ml during 10 minutes at room temperature. Slides were then mounted in 1 part of
Tris-Cl pH 8.8 and 8 parts of glycerol. Images were obtained using a FV300 Olympus Confocal
microscope using a 100x lens (oil, N.A. 1.35) with Argon (488nm) and HeNe (546nm) laser

excitation.

Cell Synchronization

Synchronization of cells was essentially done as described (Galanti et al., 1994). In brief,
cells were grown to a density of 0.5-1 x 10’ cells/ml, washed twice in 1volume of PBS at 4°C
(700g without break) and incubated for 24 h at 28°C in LIT medium containing 20 mM
hydroxyurea (HU). Cells were then identically washed, resuspended in fresh LIT medium without
HU and incubated at 28°C different time intervals. 30 minutes before the fixation cultures were
incubated with Mitotracker, and later DHE as detailed above. Finally they were washed three

times in PBS at 4°C and fixed for immunohistochemistry.

Binding reactions

Total protein extract from T. cruzi epimastigotes was obtained by centrifugating and
washing in PBS exponentially growing cultures at 1000g for 10 minutes at 4C. After three
washes in 1 volume of PBS the pellet was resuspended in lysis buffer (10mM Tris-Cl pH 7.5,
1mM EDTA, 1mM EGTA, 5mM DTT, 10% Glycerol and protease inhibitors) to a final density of 1
x 10° cels/ml. After 5 pestle strokes at 2000 rpm in a Tri-R Stir-R homogenizer (Model K41),
0.75% CHAPS was added to the buffer and the mix was incubated 30 minutes on ice with gentle
rocking. The solution was finally centrifuged at 4C, 23000g during 30 minutes in order to remove
cell debris. Total protein concentration was determined using the Protein Assay reagent
(BioRad). Electrophoretically mobility shift assay was essentially done as previously reported
(Duhagon et al., 2001). Binding reactions were incubated at room temperature for 20 minutes in
20 pl reaction volume containing: binding buffer (10 mM Tris-HCI, 10 mM KCI, 10 mM MgCl,, 1
mM DTT, 0.1 M EDTA), 5 mM spermidine and 0.2 pg (poly[dI-dC].poly[dI-dC]) as a non-specific
competitor and immediately loaded onto 6 % native polyacrylamide gel. Incubation of the
extracts and antibodies and unlabelled oligonucleotides were carried out for 10 minutes prior to
the addition of the labeled probe, the reaction was left at room temperature for 20 more minutes.
The sequence of the four oligonucleotides used was:
TGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTG (TG2),
GGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTA (TEL), GGGGTTGGTGTAGGGTTA
GGGTTA (MIN), TTAAATAGTAGTGTTTAACCTTAAATAGTAGTGTTGTTTAACC (MAX). The
probes were end labeled with [y32P]dATP using T4 polynucleotide kinase and purified by

MicroSpin G-50 columns (Amersham Bioscience). 1ng of oligonucleotide was used for each
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binding reaction. EMSA was also used to have preliminary characterization of the Tc38 complex
kinetic parameters. These experiments were carried out with nuclear enriched protein fractions
obtained as previously described (Duhagon et al., 2001). Firstly we studied the effect of protein
concentration and secondly we performed a run-off analysis. In the second case, after complex
formation a 500-fold molar excess of unlabeled oligodeoxynucleotide was added to minimize
rebinding of the dissociating proteins to the labeled probe. At different times, aliquots were
removed and run on a gel to analyze the amount of remaining complex. In order to remove non-
specific complexes, binding reactions were carried out in the presence of tRNA. Quantitative
determination was achieved by scintillation counting in a B-counter. Each lane in the gel was cut
in several 1 cm long pieces and liquid scintillator (SIGMA) was added. Plots of radioactivity
retained by the complex relative to the total radioactivity input vs. time were analyzed to derive

functional constants.
RESULTS

1. Tc38 participates of the specific complexes of epimastigotas protein
extracts and poly[dT-dG]

Previously, EMSA had allowed the identification of three complexes for the [dT-dG]
repeat target. Two of them (TG1 and TG2) proved to be more specific, compared with the one
with the lowest mobility that shows low specificity (Duhagon et al., 2001). TG1complex is
observed even when only 0.1 ug of nuclear enriched fraction is used; meanwhile TG2 is only
visible using 3.0 pug (Figure 1A). A more complex band pattern appeared when the protein
concentration was increased over 12 ug. The dissociation profile shows that complex TG1 is
more stable than TG2 (Figure 1B and C). The dissociation t;; was of about 1 min. for TG1
(Figure 1D). We could not determine by EMSA the t;, of TG2 due to the rapid complex
dissociation (ti> lower than 0.5 min.). In kinetic analysis of complex formation for genome
regulatory proteins, simple diffusion controlled bimolecular reactions are assumed. We attempted
EMSA analysis for the evaluation of kinetic formation. We found rapid association kinetic for the
specific complexes analyzed (data not shown). The estimated values fell in the range expected
for genome regulatory proteins (apparent pseudo-first order association constants estimated at
10%s™ vyielding functional k. values of 107 M's™). The reported association data and the
experimental dissociation rate constants allowed us to infer relative dissociation constant of a nM
order for TG1. Should the target be different, even better K values would be obtained.

To study the involvement of the Tc38 in these complexes we settled supershift reaction in
EMSA experiments using a polyclonal antiserum raised against the recombinant GST-Tc38
protein. The polyclonal antiserum raised with the recombinant GST-Tc38 specifically recognizes

a main band with an apparent molecular weight of about 38 kDa in the total protein extract of
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epimastigotas (Figure 1E). The Tc38 antiserum was able to supershift the complexes formed by
the recombinant Tc38 fusion protein and the poly [dT-dG] target (data not shown). All the
complexes formed by T. cruzi epimastigote protein extracts and the [dT-dG]s oligonucleotide
were readily supershifted by the antibody (Figure 1F). Interestingly for the complexes formed by
the complementary probe [dC-dA] repeat, no supershift could be observed (data not shown),
suggesting that Tc38 is not a part of this complex. In summary, native Tc38 participates in the
formation of complexes with the poly[dT-dG] probe characterized by estimated values of affinity

and stability concordant with reported data for sequence-specific binding proteins.

2. Tc38is able to bind different dT-dG enriched oligonucleotides

Oligonucleotides containing the sequence of the telomere repeat, a TG rich region of the
T. cruzi maxicircle that is located synthenically to the replication origin mapped in T. brucei
sequence and the minicircle UMS were also assay in vitro by EMSA with proteins extracts. A
similar pattern of that observed for the poly[dT-dG] probe was obtained. Moreover, the
complexes were also supershifted by the antiTc38 antibody (Figure 2). Control experiments
using the antibody anti TcPuf6 (Dallagiovanna et al., 2005) at the same concentration and
following the same purification strategy as the anti Tc38 was unable to supershift any of the
complexes. These data means that native Tc38 is able to recognize single stranded DNA

containing dT-dG enriched sequences in different arrays

3. Tc38is constitutively expressed during T. cruzi life cycle

The polyclonal antiserum raised against GST-Tc38 was used to probe membranes with
total protein extracts form different stages of the parasite life cycle. The band of 38 kDa was
observed in all the extracts (Figure 3). Quantitation of Tc38 western blots was achieved using
TcPuf6 (Dallagiovanna et al., 2005) to normalize against the amount of protein loaded in each
lane. Constants steady-state levels throughout the life cycle were observed. Besides, RNA
hybridization experiments using T. cruzi microarrays show a similar amount of the Tc38 mRNA
transcript all over the life cycle (data non shown). The constitutive expression of the protein
abrogates for its involvement in housekeeping processes of the parasite biology.

4. Tc38is found in the T. cruzi mitochondria
Tc38 bears a hypothetical N-terminal mitochondrial targeting signal and its orthologous
genes in T. brucei and L. tarentolae are proposed as mitochondrial proteins. Particularly, it has
been recently shown to co-localize with the kinetoplast in a T. brucei transfectant overexpressing
the fusion protein GFP-Tb38 (Liu et al., 2006). However other groups have isolated it from L.
amazonensis nuclear enriched fraction and/or for its affinity for nuclear DNA targets (Fernandez

et al., 2004). These data could be integrated on the view of a double localization of this protein,
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both in the mitochondria and the nucleus. In order to address this controversial issue we carried
out different approaches.

Firstly, we performed digitonin extraction of intact parasite cells. The pattern of Tc38
extraction was compared with those of cytosolic (PK), mitochondrial (CS), glycosomal (HK)
markers (Figure 4A). Tc38 extraction curve clearly follows that of CS. It begins to be extracted at
a digitonin concentration of 1.5 mg/ml, and at 5 mg/ml 39% of the protein still remained in the
pellet. The pattern also shows a unique peak in the curve of the protein extraction suggesting a
unique pool in the cell. These data seem to contradict the proposed dual localization. To further
analyze the subcellular localization a different biochemical approach was performed. Subcellular
fractionation experiments confirmed that Tc38 is essentially a mitochondrial protein as the higher
specific activity was observed in the large granules fraction (Figure 4B). The important recovery
of citrate synthase activity in the nuclear fraction suggests a high contamination of the later
fraction with mitochondrial proteins. Indeed, this artifact could explain the presence of Tc38 in the
nuclear fractions too. Experiments using T. cruzi Chromosome-associated protein D2 (CAPD2)
as a nuclear marker (personal communication) analyzed by western blot indicates that the
mitochondrial fractions also carry over much of the nuclear content. In fact, the cross
contamination between nuclear and mitochondrial fractions in common fractionation by
differential centrifugation could eventually blur a putative nuclear localization if the abundance of
Tc38 in the nucleus is comparable low. Finally, the presence of Tc38 parallels that of the citrate
synthase also at the cytosol. This can be understood as caused by the breakage of the complex
branched structure of the unique trypanosomatid mitochondrion. Taken together these data point
to a main mitochondrial location of Tc38 but do not allow to completely discarding a less

abundant nuclear location.

5. Tc38 presents a complex pattern of Tc38 distribution within mitochondria

Asynchronous cultures of epimastigotes show a dotted widespread distribution of Tc38 on
the mitochondria clearly discernible by Mitotracker counterstaining. Figure 5 shows images of
cells from an asynchronous epimastigotes culture. DAPI staining reveals a brightly stained
kinetoplast disks (K) and a weakly stained rounded nucleus (N). The signal is mainly present at
discrete spots. Besides, there is a strong staining of the kinetoplast dumb-shaped network. Most
of the cells show this pattern while some do not. Furthermore, a small percentage of the cells
present two small intense signals generally associated to the kinetoplast DNA. Control
experiments were carried out to verify antibodies penetration to the nucleus using nuclear protein
antibodies (data not shown). Nevertheless, we were unable to detect any consistent nuclear

fluorescence of Tc38 in these preparations.

6. Tc38 intramitochondrial distribution changes during the cell cycle.
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The finding of Tc38 on the KDNA together with its ability to recognize single stranded mini
and maxicircles replication related sequences lead us to investigate in more detail its possible
involvement in the replication of the mitochondrial DNA. For that purpose we synchronized
cultures with hydroxyurea (HU) and performed western blot (Figure 6A) and
immunohistochemistry (Figure 6B) from each of the cell cycle stages already described based
on nuclear events. Quantitation of Tc38 in western blot shows constants steady-state levels
throughout the cell cycle. HU inhibit the enzyme ribonucleotide reductase and the resulting
depletion of deoxiribonucelotides inhibits DNA replication in early S phase (Young et al., 1967).
We found that G1 cells generally show a homogeneous signal over the kDNA but some already
have a distinctive antipodal concentration of the signal seen more conspicuously later In contrast
cultures on S phase largely present two defined spots within or near the antipodal sites flanking
kDNA disk. However in several cells the spots are not exactly on the antipodes, even considering
that the kDNA axis observation could be perpendicularly. Cells in G2 phase also have the
antipodal spots but they tend to have a signal covering all the KDNA too, connecting both spots.
Finally binucleate cells, harbor two small spots usually located around one of the nucleus. In this
phase, at least in T. cruzi, the kinetoplast is hardly visible by nucleic acid staining as DAPI or
propidium iodide (Elias et al., 2002). Probably these cells had ended mitosis and are segregating
the organelles right before cytokinesis. We interpret that the two small points indicate the position
of the small recently segregated kinetoplast. In these experiments we could not detect Tc38 in

the nucleus at any of the four stages analyzed.

DISCUSSION

We had previously reported the isolation of Tc38 as a novel single stranded DNA binding
protein without known functional domains . It was purified from nuclear enriched fractions in an
effort to identify poly[dT-dG] binding proteins potentially involved in transcriptional processes in
T. cruzi. Later, another group working in Leishmania purified the orthologous protein following a
similar strategy but using the telomere repeat affinity (Fernandez et al., 2004). However the
protein bears a well-defined N terminal mitochondrial-targeting signal raising questions about any
role in the nucleus. Indeed, the orthologous protein in T. brucei has been proposed to be a
mitochondrial RNA binding protein (Sbicego et al., 2003), and another group has recently
demonstrated its location on the kDNA (Liu et al., 2006).

In order to understand the potential mitochondrial and or nuclear targeting we firstly
analyze the ability of the native protein to form complexes with probes bearing elements from
both origins. We had previously observed that the recombinant fusion protein (GST-Tc38)
participates in the ssDNA protein specific complexes with poly[dT-dG] oligonucleotide using
EMSA experiments and supershifting with a purified anti-Tc38 antibody. That antibody enables
us to test Tc38 binding activity directly on crude extracts. The poly[dT-dG] sequence,originally
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used for the isolation of Tc38, constitutes an element frequently found in the intergenic regions
presenting significant strand asymmetry (Duhagon et al., 2001). We here demonstrate that Tc38,
in its native form, binds to this target forming complexes of an estimated high affinity. In addition
we tested by EMSA using protein extracts and supershift the ability of Tc38 to bind different
targets such as the Universal Minicircle Sequence, a repeated sequence of maxicircle putatively
related to replication and the telomere repeat. All these repeats are dTdG rich sequences,
therefore we expected that Tc38 would be able to bind them, though differences in the native
form could be expected. No clear discrimination among the probes of different subcellular origin
was observed using the native protein from T. cruzi epimastigote protein extracts and specific
supershift in EMSA.

Given the controversial data about the subcellular localization and the above found ability
of Tc38 to bind ssDNA targets from the different origins, we decided to study in detail the
expression of the protein. Firstly we studied Tc38 expression through the T. cruzi life cycle and
found that it is constant. Then we decided to analyze the subcellular localization using different
approaches. Each one relies on different properties of the organelles, and therefore produces
qualitatively different information. Biochemical data obtained with both digitonin titration and
differential centrifugation undoubtedly indicates that Tc38 resides in the mitochondria. It
reproduces the behavior of the pattern of the citrate synthase enzyme suggesting that Tc38 is a
soluble matrix protein too. The patterns observed of contamination of the nuclear fraction with
sheared mitochondria could explain the isolation of Tc38 in T. cruzi and its orthologous in L
amazonensis (Fernandez et al., 2004) from nuclear enriched fractions. However, since nuclear
contamination was also detected in the mitochondrial fractions, these results cannot rule out a
putative alternative nuclear localization. In particular, in epimastigotes it seems to be an intimate
association between the mitochondria membrane that surrounds the kinetoplast and the nuclear
membrane. Interestingly, Zabala-Castro et al. found a minicircle DNA binding protein of about 38
KDa in nuclear extracts (Zavala-Castro et al., 2002).

Subcellular localization was also analyzed by Immunohistochemistry. This approach not
only confirms the former results but also shows Tc38 specific distribution in the mitochondria
matrix and in association with the kinetoplast. The spotted distribution over the mitochondrial
matrix has been also seen in other proteins that functions on kDNA replication and maintenance
(Giambiagi-deMarval et al., 1996). It can account for a particular role of the protein or it can be a
result of inefficient kDNA targeting and/or association. Moreover, as the existence of DNA
containing structures derived from the kinetoplast on the mitochondrial matrix has been reported
previously (aDNA) (Miyahira and Dvorak, 1994) the spots could represent Tc38 associated to
that DNA. Besides, due to the ability of Tc38 to bind ARN, it would be interesting to investigate if
the foci correspond to RNPs engaged in the transport or translation of mitochondrial RNAs. To
our knowledge there is not report on the RNA and RNPs distribution in the mitochondria of
trypanosomatids.
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The subcellular location of Tc38, its ability to bind KDNA sequences in mini and
maxicircles related to replication and the recent implication in KDNA replication in T. brucei led us
to study the dynamics of Tc38 during the cell cycle. We established that the steady-state levels of
Tc38 protein are constant throughout the cell cycle. It is worth to mention that although many
replication proteins are cycling during the cell cycle, some others as universal minicircle
sequence binding protein (UMSBP), and DNA polymerase (3 are stable (Abu-Elneel et al., 2001).
Even though constitutively expressed, the immunofluorescence indicates that Tc38 localization
within the mitochondria is not static. It goes from a homogeneous distribution in G1 to a discrete
antipodal position in S phase that develops in a more extended location in G2 including the
antipodes and the kDNA between them. Based on the data from studies of the timing of nuclear
and mitochondrial DNA synthesis and segregation (Woodward and Gull, 1990), (Elias et al.,
2006) and our immunohistochemistry data in hydroxyurea synchronization experiments, we
interpret the sequence as follows: nuclear S phase correlates with kDNA S phase, G2
corresponds to the end of replication and the beginning of the segregation of the already
replicated kDNA, M nuclear phase has already separated kinetoplast and G1 early S phase of
the kDNA.

Current models of kDNA replication propose that minicircles stretched parallel to the axis
of the disk shaped kinetoplast are released from the network and they initiate replication at the
kinetoplast flagellar zone. The progeny then migrates to the antipodal sites where they are
reattached to the network. In T. cruzi they attach uniformly to the periphery —annular- in contrast
to the antipodal —polar- reattachment observed in T. brucei and C fasciculata (Guilbride and
Englund, 1998). In this context it is possible that Tc38 is initially recruited at both replication
enzymatic complexes at kS phase and later it becomes bound to newly replicated minicircles that
are positioned in an annular fashion around the kDNA disk. By the end of the replication it is
located all over the kinetoplast. This last distribution could account for a different non-replicative
role of the protein in structural or dynamic processes of the kDNA structure. We cannot explain
the transition from the homogeneous G1 to the antipodal S distribution of the protein. However,
the pattern of distribution associated to the kinetoplast should consider that Tc38 is also able to
bind to dTdG rich repeats putatively involved in maxicircle replication. In addition, the fact that
overgrown cultures show groups of parasites that completely lack of the kDNA Tc38 signal, could
advocate for the depletion of the protein in a possible GO like stage. Instead, Tc38 could be
released from the kDNA in a short stage in G1 being recruited later when the cell enters the S
phase. In a replicative culture this stage could be too brief to be detected in asynchronic cultures.
The constant levels detected for Tc38is could suggest a passive role of the protein in the
movement around the KDNA disk, being guided by other proteins that actively participate on the
motor process.

Finally immunochemical data from the cell cycle confirms the absence of Tc38 in the

nucleus in different moments of the cycle. We still cannot discard a very discrete nuclear
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distribution restricted to any of the phases not seen in the hydroxyurea synchronization. However
the failure to see a clear nuclear signal in the asynchronic cultures disfavors the hypothesis of a
dual localization. In addition, covalent modifications of the protein that could account for different
subcellular localization or intracompartiment distributional changes could not be detect on the
SDS-PAGE. Unless higher resolution studies prove to show the contrary, the data here

presented strongly suggest the hypothesis of an exclusive mitochondrial location.
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FIGURES AND LEGENDS
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Figure 1. EMSA characterization of nativeTc38 - [dT-dG],s complexes
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(A) Binding reactions were carried out using increasing amounts of the nuclear fraction from T.
cruzi epimastigotes and 1 ng of the labeled probe. Lanes 1-8: 0.1, 0.5, 1.0, 3.0, 6.0, 12.0, 24.0,
48.0 ug of protein respectively. (B) Complex stability. Binding reactions were carried out using
5.0 ug of protein. Lanes 1-12: aliquots were removed and run on a gel to analyze the amount of
remaining complex at 0, 30, 60, 120, 180, 300, 420, 600, 900, 1200, 1800 and 2400 sec.
respectively. (C) Dissociation curves, cpm of the complex (normalized by total cpm in the lane)
against time. (D) Determination of the dissociation half-life. Semi-logarithmic plot of complex TG1
(in cpm) vs. time. (E) SDS-Page Analysis in 10% Acrylamide gels. Lane 1: E. coli BI21 bacterial
extracts, uninduced cells; 2: Tc 38 recombinant fusion protein purified By Glutathion-Sepharose
Chromatography; 3-4: Lanes 1 and 2 were electrotransfered into Protan membranes and
incubated with the polyclonal serum against Tc38 recombinat fusion protein 1/500. (F)
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Figure 2
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Figure 2. Binding of native Tc38 to different [dTdG] containing targets.

Whole protein extracts of exponentially grown epimastigotes cultures where assayed
with oligonucleotide probes representing four putative relevant physiological targets:
TG, Poly [dT-dG],o, TEL, Telomeric, MIN Minicircle and MAX Maxicircle as indicated in
Materials and Methods. For each probe we determine the presence of Tc38 by the
addition of the affinity purified polyclonal antibody to the binding reactions. A polyclonal
antibody against TcPuf6é was used as a control. Reactions were done in the conditions
described in Materials and Methods using 1 ug of total epimastigote protein extract:. 1:
Free probe (1ng 10000cpm); 2. Protein extracts 3. Protein extract pre-incubated with 12
ul of Tc38 affinity purified polyclonal serum 4.Tc38 affinity purified polyclonal serum 5:
Protein extract pre-incubated with 12 pl of TcPuf6 affinity purified polyclonal serum.
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Figure 3
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Figure 3. Western Blot of Life Cycle stages using antiTc38 polyclonal antibody

Western blots of total protein extract using a-Tc38 and a-TcPuf6 antibody. protein extracts from
approximately 1 x 107 parasites were loaded into each lane. Life cycle stages are indicated as:

E: epimastigotes, M: metaciclic tripomastigotes and A: amastigotes.

122



Resultados y Discusién

% extraction

Figure 4
Tc33|
140 —&— PK (cytoplasm)
—&— HK (glycosome)
1204 —&— CS (mitochondria)
—w— Tc38 |l
c Cmale synthasc |
100 > ___
80 2 50 60 70 00
1 |32
60 5
% 50 60 70 80 Q0 100
40 g - -
5
204 é 0
o 10 20 30 40 50 60 70 8 90 100
0 '0 2 j Cit ¢ reductase
T 0
Digitonin (mg/ml) o 10 20 30 40 50 60 70 8 90 100

Cumulative Protein (%)

Figure 4. Subcellular localization of Tc38 using biochemical approaches in T. cruzi
epimastigotes

(A) Digitonin extraction 125 mg of epimastigotes per eppendorf tube, was incubated with the
digitonin concentrations indicated on the abscissa, as described in Materials and Methods. Marker
enzymes activities : hexokinase, citrate synthase, and pyruvate kinase. The amount of Tc38 and
CAPD2 was determined by western blot. (B) Subcellular fractionation The experiment was carried
out using 3.3 g (wet weight) of parasites. Fractions are plotted in the order of their isolation, from left
to right: nuclear (N), large granule (G), small granule (SG), microsomal (M) and supernatant (S). The
ordinate represents relative specific activity (percentage of total activity/percentage of total protein).
The abscissa indicates the cumulative protein content. The percentage of recovery for the markers
enzymes citrate synthase 70.9%, hexokinase 74.1%, citocrome C reductase 43.6%, piruvate kinase
85.3 %, Tc38 61.1%. Error bars indicate the variation in band intensity quantification on western
blot.
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Figure 5

A

Figure 5. Subcellular localization of Tc38 using immunohystochemical
approaches in asynchronic cultures of T. cruzi epimastigotes. Single
(~0.5um thick) confocal section showing that Tc38 in epimastigote cultures in
exponential growth rate. (A) Anti-Tc38 immunochemistry with a secondary
antibody conjugated to Alexa 488. (B) Image derived form picture A after
modification on Photoshop in order to show the parasites cell bodies. (C) Merge of

picture A and B. Scale bar is 5um
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Figure 6
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Figure 6. Subcellular localization of Tc38 using immunohystochemical approaches in synchronized with
hydroxyurea cultures of T. cruzi epimastigotes (A) Immunohistochemistry Single (~0.5um thick) confocal
section showing that Tc38 in epimastigote cultures synchronized with hydroxiurea treatment. Cell cycle
phases are indicated above the images: G1 (0 hours after hydroxyurea removal), S (6 hours after
hydroxyurea removal), G2 (9 hours after hydroxyurea removal) and M (selected parasites from cultures
9 hours after hydroxyurea removal). B. Nuclei were stained with (red). C. Image A and B were
superimposed. Scale bar is 5um. On the left propidium iodide staining (Pl), Alexa 647 signal (Tc38),
and the merged imagen of both are indicated. (B) Western blot of total protein extract using a-Tc38
antibody. M: molecular weight marker, A: protein extracts of epimastigote asynchronic epimastigote
cultures in exponential growth phase. 0-10.5 indicated the hours of culture after the synchronization.
Remaining lanes correspond to protein extracts of epimastigote cultures after removal of HU at the times
indicated above each (hours). 1 x107 cells were loaded onto each lane. Molecular Weight of the Protein
Ladder are indicated on the left of the gel (KDa).
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4.4.2 APROXIMACION AL ESTUDIO DE LA FUNCION DE TC38 POR
SOBREEXPRESION CON PTEX-TC38

Con objeto de estudiar la funcion de Tc38 se intentd sobreexpresar la proteina en T.
cruzi. Para ello se emplearon tres vectores que portan promotores diferentes dando lugar por
ende a distintos niveles de expresion de la proteina exdgena que se inserta: en orden de
expresion creciente: pTEX, pRIBOTEX y pTREX (cada uno de estos dos ultimos derivado del
anterior), explicados en Materiales y Métodos (Seccion 3.1.15.1). Se clond la secuencia
codificante de Tc38 en estos plasmidos, se transfectaron epimastigotas y se seleccionaron los
parasitos transfectantes usando Geneticina. Luego se estudié por western blot el nivel de
expresion de la proteina Tc38 en los parasitos seleccionados.

Se generaron los plasmidos para la transfeccion utilizando como fuente de ADN el
plasmido pTOPO-tc38 en el que se habia clonado la secuencia codificante de Tc38 amplificada
por PCR de ADN gendmico de T. cruzi utilizando oligonucleétidos complementarios a los
extremos de la proteina y modificados por la insercion de sitios de restriccion. Las inserciones
fueron verificadas por analisis de restriccion y como se observa en la Fig. 4.4.2.1. Tanto los
tamarnos de los plasmidos como los de los insertos liberados corresponden con lo esperado.
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Figura.4.4.2.1 Gel de agarosa al 0,8% tenido con bromuro de etidio. Se muestra la digestion de los
plasmidos que se indican arriba de cada carril con las enzimas de restriccion EcoRI-Sall. En estos
plasmidos se insert6 el fragmento de ADN con la secuencia codificante de Tc38 amplificado por PCR que
fue clonado y escindido con dichas enzimas del vector pTOPO-tc38. M: marcador de peso molecular, se
indican los pesos moleculares a la izquierda.

Los plasmidos que se muestran en el gel de la Fig. 4.4.2.1 liberan un fragmento de
tamarfo esperado con las enzimas de restriccion usadas que bordean el sitio de clonado de la
secuencia codificante de Tc38. Los plasmidos linealizados muestran patrones de migracion

diferentes entre si dado su tamano diferente. Estas construcciones fueron posteriormente
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secuenciadas en un secuenciador automatico utilizando primers complementarios a secuencias
5" de los vectores usados (primer universal M13 y primer para la intergénica de GAPDH de T.
cruzi 1G5 forward) y a la region 3" del gen de Tc38 (primer MAD3 forward) (Fig. 4.4.2.2). Las
secuencias obtenidas de este modo fueron analizadas con programas de analisis de secuencias
(BioEdit, GenRunner, Genamic Expression) para descartar la presencia de mutaciones que
dieran lugar a la sustitucion de aa (missense) y a codones de terminacion prematuros (non

sense). Se verificd asimismo que las secuencias flanqueantes a

pTOPO-tc38

N-terminal

o0

100 110 120 130 140 150 160
GCCAG TOTOGCTOGAATTCOGCCC TTOG ATCCCCONAATTC GCTGCARMTOTTTC GACCGACTTCC OGO TCTCCATCGAGGCTGT

pTEX-tc38
N-terminal

AATTCTAGAACTAGTGGATCCCCGG AATTCGCTGCA%TGTTTCGACGACTTCCGCTCTCCATCGAGGCTGTTGGCGCCG TG

C-terminal

TGAGCTGTATAATGTGG AGCAGCTTAGCAAMCCAG AAG MG GCTTTTGCAAAGGCCGGTCTCTTTG TTCAGTAAGFGGCCGC TCGAGTCGACCTCG AG

PRIBOTEX-tc38

C-terminal

43(3 TGTATAATGTGG MG CAGCTTAGC AACCCAG A MG AGGCTTTTGCAAAGGCCGGTCTCTTTGT TCAG TAALC GGCCGCTCGAGTCGACCTCG MGCCATTTACG AC TCCA,
M piadbord ot

,uNmmLLMMUHHM L LA

Figura 4.4.2.2 Electroferograma de los vectores usados para transfectar. Para cada vector se

muestran regiones que codifican para el extremos N-terminal y C-terminal de la proteina

tc38 correspondian a los plasmidos usados. El vector pTOPO-tc38 y pTEX-tc38 fue

completamente verificado. En el caso de los vectores pRIBOTEX-tc38 y pTREX-tc38 sdlo fue
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posible confirmar la secuencia de aproximadamente 300pb correspondiente a la region C-
terminal de la proteina. Se realizaron multiples ensayos de transfeccion para cada uno de los

vectores.

En todos los casos, excepto los que se describen a continuacion, no fue posible aislar
parasitos transfectantes. Las transfecciones siempre se realizaron en paralelo con otras que
resultaron exitosas, de modo que nos aseguramos que el problema fue la sobreexpresion de
Tc38 y no el procedimiento de transfeccion-seleccion en si mismo. Solo sobrevivieron
transfectantes en una de las transfecciones realizadas con el vector pTEX-tc38. Los dos
transfectantes obtenidos inicialmente mostraron una lenta tasa de crecimiento (determinada sélo
cualitativamente). A las tres semanas de terminada la seleccion la velocidad de crecimiento no
pudo distinguirse de la de parasitos transfectados con el vector pTEX como se muestra en la
Fig. 4.4.2.3.

1x10° 1

o = pTEX .
1x10° ® pTEX-Tc38A
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8x10” -
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Figura 4.4.2.3. Curvas de crecimiento para pTEX-Tc38 A y B. En el dia 0 se tomd una alicuota de
cada poblacién en crecimiento exponencial y se diluy6é 20 veces en medio de cultivo LIT. En los dias
indicados se determiné el nimero de parasitos por conteo en camara de Neubauer luego de ser
fijados con 2% paraformaldehido-PBS. En cada caso se promediaron los valores de tres replicas. Las
barras indican el error de estas medidas considerado como desvio estandar.
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La cuantificacion por western blot indicdé que las dos lineas de parasitos seleccionadas
presentan un leve aumento de la cantidad de Tc38, que no alcanza a la duplicacién (Fig.
4.4.2.4). Teniendo en cuenta que tanto las transfecciones previas como las que en este caso se

hicieron con los vectores que dan lugar a una mayor expresion resultaron infructuosas,

A pTEX-Tc38B pTEX-Tc38A pTEX
1 | _—]
Tc38 — SO B
SODB S — L cm— — —
2
Tc38 : T i
SODB —— W— _—
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Figura 4.4.2.4. Niveles de Tc38 en los parasitos transfectados con el vector pTEX-Tc38. A.
Western blot. Se muestra los exprimentos de western blot cuantificados en B. Los duplicados se
numerados como 1 y 2. Para cada cepa transfectada (DM28 transfectada con los plasmidos
pTEX, o pTEX-Tc38) se determind la cantidad de Tc38 y SODB de tres diluciones seriadas que
muestran incremento de intensidad de las bandas en el rango lineal. La misma membrana de
western blot fue cortada y el trozo correspondiente al peso molecular de cada proteina fue
incubado con el anticuerpo correspondiente indicado en la leyenda del margen izquierdo. B.
Gréfico: Las columnas indican los niveles de Tc38 determinados en cada una de las cepas
indicadas. Los rétulos en el eje de las abscisas corresponden a parasitos de la cepa DM28
transfectados con el plasmido pTEX y pTEX-Tc38 (transfectante A y transfectante B). Los
resultados constituyen el promedio de las cuantificaciones de dos experimentos de western blot
independientes.
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entendemos que estos resultados indican que las células soélo pueden tolerar un minimo
aumento de los niveles de proteina Tc38 total. Incluso este aumento en la cantidad de proteina
no tiene por qué traducirse en un incremento de la actividad, ya que podrian operar mecanismos
de control capaces de regular la cantidad de proteina activa logrando asi un mantenimiento del
pool de proteina activa. Esto también sustentaria la ausencia de modificacion de la tasa de
crecimiento observada para estas poblaciones. Para aproximarse a determinar si existe un
cambio en la actividad de Tc38 en estos transfectantes podria medirse la actividad de union a
(TG)n de extractos proteicos de estos parasitos por EMSA, comparando con parasitos
transfectados con el vector pTEX. Asimismo, seria interesante analizar por IHC si hay algun
cambio en la localizacién/abundancia de la proteina Tc38. Por ultimo, dado el posible rol de
Tc38 en la replicacion y mantenimiento del kinetoplasto, podria realizarse una tincion para
acidos nucleicos (tal como el DAPI, YOYO, IP), para investigar posibles alteraciones
estructurales o numéricas en este organelo. El pequefio aumento de la proteina en estos
transfectantes probablemente implique la necesidad de realizar un amplio muestreo para
demostrar la significacion de cualquier variacion observada.

Los antecedentes de ARNi inducible de la proteina homdloga en T. brucei también
sugieren que la proteina es esencial para las formas prociclicas de este parasito. Los intentos
de disrupcién de ambos alelos fracasaron (Sbicego et al., 2003). Como aproximacion alternativa,
los autores utilizaron la interferencia con ARN doble hebra y esto hizo posible disminuir
transitoriamente la expresion de la proteina. Esta supresion produjo una severa inhibicion de
crecimiento entre el quinto y sexto dia, confirmando también que es esencial para la viabilidad.
Utilizando el mismo sistema de ARNi Liu et al. . logran una reduccion del 90 % de los niveles de
proteina y una suspension del crecimiento luego de 4-5 dias, lo que le permite también concluir
que p38 es esencial para el crecimiento celular (Liu et al., 2006). Para estudiar la localizacién
subcelular, los mismos autores transfectan formas prociclicas con un vector que expresa la
proteina fusionada a GFP y encuentran una localizaciéon kinetoplastica. Esta aproximacion
podria tener un efecto similar al de la sobreexpresion que nosotros intentamos, y por tanto
generar un efecto deletéreo para la célula. Sin embargo los autores no hacen mencion a algun
fendmeno de ese tipo. De hecho fluorescencia de GFP puede observarse en parasitos recién
transfectados sin necesidad de una seleccion intensa; incluso es usada para determinar la
eficiencia de la transfeccion (DaRocha et al., 2004). De acuerdo con esto, en el trabajo de Liu
s6lo se muestra un parasito transfectante. Por otro lado, la fusién con GFP podria afectar a la
funcion de p38 de modo de que no produjera un efecto tan drastico como la proteina nativa.

En T. cruzi no contamos con un sistema de interferencia de ARN, y el knockout es, no
s6élo muy improbable, sino también muy poco promisorio en el caso de esta proteina que en T.
brucei afecta tanto la viabilidad. De modo que la sobreexpresion es la unica herramienta
genética con la que contamos. Ahora que tenemos una nocidon mas clara del rol de Tc38
podriamos intentar analizar por microscopia los parasitos transfectados al inicio del proceso de
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seleccion. Podriamos incluso realizar una seleccién de parasitos que sobreexpresan Tc38 por
FACS (fluorescence activated cell sorting), previa inmunohistoquimica con el anticuerpo primario
anti-Tc38, y analizar posibles alteraciones en la mitocondria y el kinetoplasto marcados con

sonda especificas (DAPI, IP, anticuerpos marcadores de compartimiento, mitotracker, etc.).
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4.4.3 ESTUDIO DE DOMINIOS DE UNION AL ADN EN TC38

La proteina Tc38 es una proteina exclusiva del grupo de los tripanosomatidos y no
presenta dominios estructurales y/o funcionales ya caracterizados en otras proteinas. Por esta
razon nos resulté interesante estudiar la actividad de unién al ADN de regiones parciales de la
proteina lo que podria conducirnos a la definicion de un nuevo dominio de interaccién con el
ADN. Con esta meta realizamos una primera aproximacion intentando expresar en E. coli cuatro
proteinas derivadas de Tc38 con deleciones en diferentes regiones y luego ensayar su actividad
de unién a la sonda poli (TG)y in vitro. La elecciéon de las regiones a deletar se efectud en
funcion de la informacién obtenida al analizar la secuencia aminoacidica en programas de
analisis de caracteristicas fisicoquimicas y de prediccion de estructura secundaria de proteinas.
En la Fig. 4.4.3.1 se muestra un andlisis realizado con el programa GeneRunner (version 3.05,
Copyright C, 1994, Hasting Software Inc.). Las predicciones de estructura secundaria fueron

también realizadas en otros programas (PredictProtein —Prosite, PHD, GLOBE- NNPredict,
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Figura 4.4.3.1. Representaciéon grafica de algunas popiedades fisicoquimicas calculadas y
predicciones estructurales para la proteina Tc38 usando alguno de los alogaritmos incluidos
en el programa GeneRunner. Sobre cada gréfico se indica la propiedad analizada y el modelo
empleado con el nombre de los autores. En el eje de las abscisas se numeran del 0 al 338 los aa de
Tc38. Con flechas verticales se indican los sitios que se escogieron para realizar las deleciones. |, I,
lIl'y IV denotan entonces las regiones de la proteina que se mapearan funcionalmente.
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PSIPRED, etc.) obteniéndose patrones similares, principalmente en las regiones predichas por
Chou Fasman, que es el algoritmo que realiza las suposiciones mas conservadoras. La proteina
Tc38 es prevista como una proteina globular compacta rica en leucinas y serinas, con mas de la
mitad de su estructura en lazo y un punto isoeléctrico de 9.4. No presenta cisteinas, lo que
significa que no poseera puentes disulfuro. Las regiones seleccionadas para la generacion de
las deleciones se numeran del |-1V en la Fig. 4.4.3.1. Por un lado, cada una de ellas contiene las
hélices alfa o las estructuras beta mas probables y, por otro lado, se diferencian en la

distribucién y la densidad de cargas.Para producir estas proteinas con regiones deletadas se

MFRRLPFSIEAVGAVRTIVVFSQQHHILESNQKARSSPSNVWIKDREVENHGLAQPEPGAVPTALLLDKPLELFNFDQL

AC166
Ac251
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Figura 4.4.3.2. Esquema de la secuencia aminoacidica de la proteina Tc38 en el que se indica la
ubicaciéon y secuencia de las cuatro proteinas parciales construidas. En azul se indican las
formas con deleciones en la regién C terminales: linea sélida AC-166 y linea punteada AC-251. En
verde se indican las formas con deleciones N-terminales: linea sélida AN-166 y linea punteada AN-
251.

amplificaron por PCR las regiones codificantes para cada una de las ellas utilizando los oligos
especificos para el clonado en los vectores pGEX y pQE explicados en Materiales y Métodos
(Seccion 3.1.3.1) que se esquematizan en la Fig. 4.4.3.2. Dos de las proteinas carecen de las
regiones C-terminales originales (designadas AC) y otras dos carecen de las regiones N-
terminales originales (designadas AN). Los numeros que siguen al simbolo de delecion (A)

indican el residuo aminoacidico que marca el inicio de la misma. Las cuatro proteinas delimitan

entonces cuatro regiones de tamafios similares.
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Las regiones correspondientes a cada una de las variantes fueron amplificadas por PCR
utilizando oligonucledtidos especificos y el vector original pGEX-tc38 como molde. Los
productos de amplificacion fueron analizados en gel de agarosa al 1% observandose bandas

Unicas con una migracion correspondiente al peso molecular esperado (Fig. 4.4.3.3).

AC166
3 AC251

ANB85

- AN167

-5
|

Figura 4.4.3.3. Gel de agarosa al 1 % tefido con bromuro de etidio. A la izquierda se indican
los pesos moleculares de las bandas del marcador de peso comercial. En el resto de los carriles se
cargaron 10ul de la reaccién de PCR realizada para amplificar los segmentos codificantes para cada una
de las variantes deletadas indicadas arriba de cada pocillo. “+” indica el control positivo en el que se
usaron primers complementarios a los extremos de la secuencia codificante completa de Tc38. “-” indica
el control negativo en el que se usaron los mismos reactivos que en + pero no se adicioné ADN molde a la
reaccion. Visualizado en transiluminador UV.

Los fragmentos amplificados fueron clonados en el vector pZERO-2, seleccionados por
PCR de colonias, y analizados por digestion con enzimas de restriccion y secuenciaciéon
automatica. La Fig. 4.4.3.4 muestra una ejemplo del resultado de un PCR de colonias sobre
colonias asiladas previamente en placa. En todos los pocillos se observa ADN gendémico y ARN

mensajero provenientes de la lisis celular.

— > ——
AC-166

AN-167

Figura 4.4.3.4. Gel de agarosa al 1% tefido con bromuro de etidio. Se muestra el resultado de una
ronda de PCR de colonias para la seleccién de los respectivos plasmidos pZERO™-2 que incorporaron
los fragmentos amplificados por PCR. Visualizado en transiluminador. UV.

En la Fig. 4.4.3.5 se muestra el resultado de la secuenciacion automatica del plasmidos

pZERO-2 contendiendo las secuencias de las proteinas deletadas en el extremo C terminal.
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PZERO-2 AC-166

Inicio (primer SP6r-directa)

a0 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190
SATCCCCGG AATTCGCTGCAATGTTTCGACGACTTCCGC TCTCCHTCG AGGCTGTTGGCGCCGTGCGCACCATCGTTGTGTTCAGTCAACAACATCACATCCTCGAG

Final (primer M13f —complementaria)

V

§CGAGCCCGGGG TGTGTCATCAGAGCCTC TCCAC CAATCAGTTGG CTGGAGT GAAACAGT TTAAGCGAACTT TTTGTAAGGATGAT GGAACT ACGCG CG CC TCOCTTA

T

PZERO-2 AC-251

Inicio (primer SP6r-directa)

100 v 110

170
CCCGG AATTCGCTGCAATGTTTCGACG ACTTCCGCTC TCCA TCGAGGCTG TTGGC GCCG TG CGCAC CAT CGTTGTG TTCAG TCAACAACAT CACATCCTCGAG AGCA

L

Final (primer M13f —complementaria)

200
CGAG CCC GGGGG AACG AT CCAGGG TCTTGAGCGCCAGCTCCGG ATCTTCAAGCTGC TCCACGTTATAGATT AG ATACCGATCCCC TG ATGTG ACGTCTAGTGACACCI

mmmuimu A At

Figura 4.4.3.5. Electroferograma de la secuencia nucleotidica de la region de insercion en pZERO-
2. Se muestra el resultado para los plasmidos indicados que fueron leidos utilizando los primers M13f y
SP6r contenidos en el vector.

Las secuencias de cada forma deletada insertadas en el vector pZERO-2 fueron
posteriormente escindidas con enzimas de restriccion a efectos de insertarlas direccionalmente
en el vector pGEX. Se ligaron y se seleccionaron los clones recombinantes que fueron
analizados por restriccion y secuenciacion directa. A continuacion se muestra el resultado de la
secuenciacion de las construcciones que pudieron ser completamente verificadas a nivel
nucleotidico (Fig. 4.4.3.6).
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PGEX AC-251
Inicio (primer pGEXF-directa)

\4

60 70 a0 90 100 110 120 130 140 150 160
CCGG AATTC G TAC A=aTgTTTCGACGHe t tCCGCTCTCCATCGAGGCTGTTGGCGCOG TGCGCACCATCGTTGTGT TCAGTCAACAACATCACATCCTCG AG AGCAATC,

Fin (primer pGEXR-complementaria)

1 40 50 60 70 an a0 100 110 120 130
CHC T zxCGraA TG CGGCCGC TCHIH A AAgicCC G666 gaaCaghtcCAGGG TCTTG AGCGLCAGC TCCGG ATCTTCAAGCTGCTCCHCGTTATAG ATTAGATACCGA”

PGEXAN-167
Inicio (primer pGEXF-directa)

60 a0 90 100 110 120 130 140 150 161
CGG AATTCGCTgCACC agTCTCTGGoGGALcGAGG AAGTTGTACAGCAAAAAGGGCGAAGCTTTTCAAATTCTE TCGGATTATATCCGTCAGAATAAGTTCAACAGTC

Fin (primer pGEXF-directa)

i) 500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610
GAGAGCAGTGC TIOGC TTCAGGTTGAGCTGTATAA TEGTGGAGCAGCTT AGC AL COCAGAAGAGLCTT TTGCAAAGGHCCGETCTCTTTGTTCAGT A AGCGGCOGCATOGTG AC TG ACTG 20G ATC

‘L‘J.ﬁ‘;‘l’a‘l‘a"i h‘.‘j‘!ﬁ’;‘&'ﬁ )'tL !M n‘;.i‘..-_‘;.‘l.;\“.“f\ A‘;‘A 1’1 ;fﬂ.")’.’t’.-.-‘.A‘.i.x‘A’.'afﬁb‘t,"‘ﬁ!&‘"

Figura 4.4.3.6. Electroferograma de la secuencia nucleotidica de la regiéon de insercion en pGEX. Se
muestra el resultado para los plasmidos indicados que fueron leidos utilizando los primers M13f y SP6r
contenidos en el vector.

Las cuatro construcciones realizadas en el vector pGEX fueron usadas para transformar
bacterias competentes y se seleccionaron los transformantes. Se ensayaron diferentes cepas y
diferentes condiciones de induccion como se describe en Materiales y Métodos (3.1.13.2). La
expresion de las proteinas recombinantes se analizé por electroforesis en geles de acrilamida
(SDS-PAGE) seguida de tincién con azul de Coomassie, y por western blot usando anticuerpos
especificos para GST-Tc38.

La expresion en la cepa E. coli BL21 D3 pLysS que habia dado anteriormente una

produccion satisfactoria de la proteina de fusion GST-Tc38 soluble no permitié obtener
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cantidades suficientes cuando se ensay6 para expresar las formas deletadas de Tc38 (Fig.
4.4.3.7). Los pesos moleculares de la fusién con GST son: AC-166 46,8kDa (405aa), AC-251
56,7kDa (491aa), AN-85 55,6kDa (485aa), AN-167 46,3kDa (403aa). Con excepcion de la forma
AN-85, el resto de las proteinas se expresan, incluso a bajas concentraciones de inductor, pero
resultan insoluble tanto cuando se induce a 37°C (Fig. 4.4.3.7) como a 30°C y a 25°C (resultados

no mostrados).

MP AC-251 AN-167 AC-166 AN-85

118 _ gl

85_ L

47

36

Figura 4.4.3.7. Gel SDS-PAGE al 12,5% tefido con azul de Coomassie de bacterias E. coli BL21 D3
pLysS transformados con los plasmidos pGEX construidos para la expresion en fase de las
proteinas que se indican. Los triangulos denotan concentraciones crecientes de IPTG utilizadas en las
inducciones (de izquierda a derecha: 0,1, 0,25 y 0,5 mM). Se incubaron los cultivos a 37°C durante dos
horas. Para cada cepa se cargaron cantidades equivalentes de fraccion soluble y fraccion insoluble. MP:
marcador de peso molecular con los pesos indicados a la izquierda. Dentro de cada triangulo se indica

wn, oM.

como “i”; fraccion insoluble y “s”: fraccion soluble.

Cuando se probaron las mismas construcciones en la cepa E. coli BL21 CodonPlus se
obtuvo una mayor expresion de proteina recombinante que en la cepa pLysS (inferida de las
intensidades relativas de las bandas tefiidas con azul de Coomassie en el gel). Pero
nuevamente las proteinas resultaron mayoritariamente insolubles (Fig. 4.4.3.8). Asimismo, la
construccion AN-85 no mostro induccion (no se nota ninguna banda aumentada correspondiente
a la migracion de un polipéptido de 55,6kDa). El resultado no cambié cuando se realiz6 la
induccion a 30°C. Sorprendentemente en esta cepa tampoco se logré expresar en forma soluble

la proteina Tc38 completa fusionada con GST.

AC-166 AN-167 AN-85 AC-251 WT

1S

Lo T

Figura 4.4.3.8. Gel SDS-PAGE al 12,5% tefiido con azul de Coomassie de bacterias E. coli BL21 D3
CodonPlus transformados con los plasmidos pGEX construidos para expresion en fase de las proteinas
que se indican (WT es la proteina Tc38 completa fusionada a GST). La induccion se realizé con IPTG
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0,1mM e incubando a 37°C durante dos horas. Para cada cepa se cargaron cantidades equivalentes de
fraccion soluble y fraccién insoluble. MP: marcador de peso molecular con los pesos indicados a la

izquierda. Sobre el carril se indica como “-”: proteinas totales de las bacterias antes de la induccion, “i”:

“ay,

fraccion insoluble y “s”: fraccién soluble.

Por ultimo se us6 también la misma cepa E. coli BL21 D3 transformada con el plasmido
pGroELS que codifica para las chaperoninas de E. coli GroEL y GroES que asisten en el
plegamiento de proteinas en condiciones de shock térmico. Nuevamente se observo expresion
de las proteinas recombinantes en las condiciones ensayadas (0,05, 0,1 mM IPTG) en forma
principalmente insoluble (Fig. 4.4.3.9). Para esta cepa la expresion de las proteinas de fue en

general fusion menor.

AC-166 AN-167 AN-85 AC-251 WT
MP- i s - i s - i s - i s i s
118_, : = EE e - e
85_ -4 - -
- =z=
47-_ = —
36- = !‘!
' —

Figura 4.4.3.9. Gel SDS-PAGE al 12,5% tefiido con azul de Coomassie de bacterias E. coli BL21 D3
pGroELS transformados con los plasmidos pGEX construidos para expresion en fase de las
proteinas que se indican (WT es la proteina Tc38 completa fusionada a GST). Las inducciones se
realizaron con IPTG 0,1mM e incubando a 30°C durante dos horas. Sobre el carril se indica como “-:
proteinas totales de las bacterias antes de la induccion, “”: fraccion insoluble y “s”: fraccion soluble. Para
cada cepa se cargaron cantidades equivalentes de fraccién soluble y fraccion insoluble. MP: marcador de
peso molecular con los pesos indicados a la izquierda.

Cuando se analizaron las fracciones solubles por western blot usando el anticuerpo
policlonal anti-Tc38, se detectaron bandas especificas del peso molecular esperado para las
proteinas recombinantes en varias fracciones solubles (Fig. 4.4.3.10). AN-167 y AC-166 son
expresadas en forma soluble por las tres cepas, AC-251 por dos y AN-85 en ningun caso.

Sin embargo, tal como se observé en los geles de anteriores, en todos los casos los
niveles de proteina soluble producida fueron muy bajos. Incluso cuando se realizaron cultivos
preparativos (0,5L) y se realizé la purificacion de las proteinas de fusién con GST por
cromatografia en columnas de glutation sefarosa no fue posible detectar la proteina
recombinante en geles de Coomassie (aunque si en western blots). La purificacion con glutation
sefarosa en si misma quedd controlada por la constante purificacion de GST que se observa

generalmente cuando se trabaja con plasmidos pGEX.
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BL21 D3 pLysS BL21 CodonPlus BL21 D3 pGroELS

85 167 166 251 WT 251 85 167 166 251 85 167 166
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Figura 4.4.3.10. Membrana de western blot con anticuerpo anti-Tc38 de fracciones solubles de
inducciones. El gel SDS-PAGE al 12,5% fue transferido a una membrana de nitrocelulosa y la membrana
fue incubada con anticuerpo anti-Tc38 a una dilucién 1/500 y revelada con anticuerpo secundario anti
conejo unido a peroxidasa en presencia de sustrato DAB. Se indican las tres cepas usadas y la proteina
de fusion ensayada en cada carril. Las flechas indican las bandas correspondientes a los pesos
moleculares esperados para las diferentes proteinas de fusion. La estrella indica una banda presente en
el extracto inducido de bacterias E. coli BL21 que es reconocida también por el anticuerpo.

Dada la escasa produccion de proteinas recombinantes en los sistemas que ensayamos
decidimos realizar un abordaje preliminar utilizando las fracciones solubles no purificadas de
todas aquellas inducciones que mostraron sefial en el western blot. Se mezclaron las fracciones
correspondientes a la misma proteina recombinante provenientes de diferentes inducciones y se
analizé primeramente su actividad de uniéon a la sonda dinucleotidica (TG)4 por EMSA. Los
resultados de esta aproximacion se vieron oscurecidos por la existencia de una fuerte actividad
de union especifica a la sonda en los propios extractos proteicos de E. coli, posiblemente SSBP
(single stranded DNA binding protein), que ya habiamos estudiado previamente (datos no
mostrados). Esto, sumado a la escasa cantidad de proteina recombinante soluble y a la
posibilidad de una funcionalidad muy disminuida por la fusion con GST y el procesamiento post
transcripcional heterélogo, puede haber hecho mas dificil aun detectar la actividad.

Para sortear las dificultades en la interpretacion de los EMSA generadas por la actividad

TG WT  AC-166 AC-251 AN-167 MP

- - + - s - + -+
—

-120

- - W 86
-47
-34
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-26

- -20
L‘ S ——— ™

Figura 4.4.3.11. Autoradiografia de gel de SDS-PAGE 12.5% con las reacciones de unién entre la
sonda marcada (TG), y extractos parcialmente purificados de proteinas mutantes sometidas a
entrecruzamiento por radiacion UV. Se indican las proteinas de fusion correspondiente a cada uno de
los cuatro extractos proteicos bacterianos usadas en cada carril. En todos los casos se uso6 la misma
sonda (TG)4o para las reacciones de binding, en presencia (+) o ausencia (-) del mismo oIigonucIec’)tic'lc;39
competidor especifico- frio 10 veces mas concentrado que la sonda radiactiva. MP: marcador de peso
molecular pretefido superpuesto a la autoradiografia.
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endégena de unidn a (TG)s, decidimos probar el entrecruzamiento inducido por UV (UV-
crosslinking) de las reacciones de unién analizadas por EMSA, seguido de SDS-PAGE y auto
radiografia. El crosslinking muestra con claridad en todos los carriles (Fig. 4.4.3.11) la banda
posiblemente correspondiente a SSBP inmediatamente por debajo del marcador de peso de
35kDa (SSBP bacteriana unida a la sonda suman aproximadamente 31kDa). Esta banda se
observa también cuando se ensayan extractos de E. coli BL21 sin transformar (datos no
mostrados). Todos los carriles muestran también una o dos banda de alrededor de 120 y
100kDa que parecen disminuir en presencia de competidor especifico, al igual que la banda
menor a 34kDa mencionada. Estas tres proteinas podrian representar actividades de unién a
ADN en hebra simple (proteinas de unién al ARN, proteinas de recombinacion, reparacion, etc.)
presentes en la bacteria. La ausencia de esta banda en algunos carriles indica que podria haber
una diferente actividad proteolitica en los distintos extractos. A la altura de la migracion
esperada para la fusion GST-Tc38 (77kDa) se observa una “mancha” (sefalada por una flecha
en la Fig 4.4.3.11) en los carriles correspondientes a Tc38 completa (tipo salvaje o WT) que
apenas se desplaza en presencia de competidor. Una mancha similar se observa para el
mutante AN-251, que deberia tener una migracion correspondiente a una proteina 10kDa menor.
La escasa definicion de la banda impide realizar conjeturas. No se descarta que la ausencia de
esta banda en otros carrilles no se deba también a diferencias en la actividad degradativa de los
extractos. En conclusion, este experimento preliminar, si bien es reproducible utilizando tanto
extractos crudos y como parcialmente purificados por columnas de glutation sefarosa, no
permite sacar conclusiones acerca de la actividad de unién de diferentes regiones de la proteina
Tc38. Seria necesario obtener mayores cantidades de proteina soluble y mejores purificaciones
para obtener sefiales detectables.

Paralelamente, la dificultad encontrada para expresar en forma soluble las proteinas

deletadas, nos llevd a intentar la resolubilizaciéon de las proteinas insolubles obtenidas. Dada la

MP WT AC-166  AC-251 AN-167 GST
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Figura 4.4.3.12. Autoradiografia de membrana de southwestern blot hibridada con la sonda
marcada poli-(TG),. Se indican las proteinas de fusioén correspondiente a cada uno de los cuatro
extractos proteicos bacterianos usadas en cada carril. Los triangulos indican dos concentraciones 40
diferentes de extracto ensayadas (10 y 1 ug). La flecha sefiala la sefial correspondiente a SSBP. MP:
marcador de peso molecular.
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complejidad operativa de la renaturalizacién en solucion intentamos, en cambio, la
resolubilizacion en membrana. Teniamos el antecedente de que la proteina nativa Tc38
mantenia su capacidad de union al repetido (TG)n luego de la desnaturalizacion con hidroclorato
de guanidina 6M y la resolubilizacion en membrana. Con este propésito transferimos a
membranas de Hybond-ECL las fracciones insolubles de inducciones realizadas en la cepa E.
coli BL21 CodonPlus, que habia resultado la de mayor expresion de proteina recombinante (con
excepcion de la AN-85 que no fue posible expresar en ningun caso). Estas membranas fueron
sometidas posteriormente a Southwestern blot como se explica en Materiales y Métodos
(3.1.17). Se utilizé como control negativo la proteina GST expresada y purificada por nosotros
con el mismo procedimiento descrito para las proteinas de fusion. Los resultados obtenidos
indican que no fue posible renaturalizar las proteinas mutantes ni tampoco la proteina Tc38 de
fusion con GST utilizando esta metodologia (Fig. 4.4.3.12). Si bien en el experimento mostrado
no se incluyd un control positivo (habitualmente usamos la proteina SSBP de E. coli purificada
que pesa 18,8kDa), se observa la banda correspondiente a SSBP tenuemente marcada. Por
tanto, las condiciones de hibridacién no podrian explicar la ausencia de sefal de las proteinas
recombinantes. La falta de actividad de union a la sonda de la forma salvaje de Tc38 (fusionada
a GST) sugiere que el problema se encuentra en el procedimiento de renaturalizacion. De
hecho, el protocolo de renaturalizacion éptimo para una proteina dada debe ser determinado
empiricamente. El hecho de la que la proteina Tc38 nativa renaturalice en filtro no implica que
su contrapartida de fusion con GST sintetizada en bacterias lo haga. En el futuro préoximo,
podrian determinarse las condiciones optimas de renaturalizacion en escala analitica (como lo
es en membrana) testando variables como la concentracion de proteina, la temperatura, el uso
de cationes divalentes, detergentes (SDS, N-lauroilsarcosina, Tritdn X-100), estimuladores del
plegamiento (sacarosa, sulfato de amonio), inhibidores de la agregacion (urea, arginina,
detergentes suaves) y sales diferentes. Una vez determinadas las condiciones o6ptimas,
entonces se podrian aplicar a una escala mayor. También podrian probarse estas variaciones a
partir de cuerpos de inclusién en suspension, pero esto requiere mayores insumos. Si bien la
renaturalizacion en soporte solido puede minimizar la agregacién de las proteinas mal plegadas
o de los intermediarios de plegamiento, la union al soporte puede ser multivalente y por ende
hacer imposible el plegamiento (Tsumoto et al., 2003).

En conclusion, esta parte del proyecto logré parcialmente su objetivo. Si bien fue posible
expresar tres de las cuatro proteinas seleccionadas (la forma AN-85 no se pudo expresar y
actualmente esta siendo secuenciada) no se logré un grado de solubilidad adecuado para los
experimentos que planteamos realizar. Como posible continuacién de este trabajo,
primeramente, podrian invertirse esfuerzos en la resolubilizacién de las formas insolubles
obtenidas. Secundariamente, se podria utilizar otro tipo de sistemas de expresion de proteinas.
Entre los sistemas bacterianos podria utilizarse vectores que regulen mas finamente la
expresion de los genes que controlan (como la linea de vectores pET), pero también podrian
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probarse sistemas en otros organismos (levaduras, baculovirus) o transcripcion-traduccion in
vitro con extractos celulares libres de células (de reticulocitos por ejemplo).

Por ultimo, no se descarta la posibilidad de que las propiedades de la proteina Tc38
hagan que las cuatro regiones parciales seleccionadas tengan por si mismas una baja
solubilidad debida a la exposicion de residuos hidrofobicos ocultos en la estructura nativa de la
proteina. Las predicciones de Kyte Doolitlle y Hoope-Woods no muestran sin embargo que la

proteina Tc38 posea zona particularmente hidrofébicas a lo largo de su secuencia.
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4.44 BUSQUEDA DE PROTEINAS QUE INTERACCIONAN CON TC38

Una de las aproximaciones planteadas en este proyecto para el estudio de la funcién de
las proteinas purificadas por su afinidad con las secuencias dinucleotidicas (TG)n y (CA)n fue el
analisis de sus interacciones con otras proteinas. Esta aproximacion se torna particularmente
importante cuando se trabaja con proteinas de funcién desconocida y, mas aun, cuando no
presentan siquiera dominios caracterizados. Por esta razon, cuando secuenciamos a la proteina
Tc38 y descubrimos que no presentaba dominios definidos consideramos que la busqueda de
proteina que interaccionan con ella podria proporcionar importante informacion sobre su funcion.
Por otro lado, el avance del proyecto genoma permitia plantearse una aproximacion de este tipo.
Por ultimo, este tipo de aproximacion si bien es costosa y riesgosa, tiene mayor interés en un
organismo como T. cruzi, en el que no se dispone de herramientas efectivas para silenciar un
gen.

Con el proposito de encontrar proteinas que interaccionan con Tc38 propusimos la
estrategia de doble hibrido (Y2H), la inmunoprecipitacién o inmunocaptura con anticuerpo anti-
Tc38 y el pull down de proteinas con la proteina recombinante de fusién GST-Tc38. La
metodologia del doble hibrido se desarroll6 utilizando el kit Hybrid Hunter (Invitrogen); se
construyo una biblioteca de cDNA en el plasmido y se clond la proteina Tc38 en el vector pHyb.
Si bien esta es una técnica que ha rendido interesantes resultados (Gomez et al., 2001),
(Espinosa et al., 2003), (Ayub et al., 2005); (Caro et al., 2006) es también criticada por la alta
posibilidad de obtener falsos positivos. En este sentido ha sido mas usada par verificar
interacciones determinadas por otros métodos ((Pitula et al., 2002), (Pitula et al., 2002), (Estevez
et al., 2003); (Schnaufer et al., 2003) (Banerjee et al., 2005)). Para ese momento disponiamos
de buenas cantidades del anticuerpo policlonal anti-Tc38, de modo que consideramos mas
adecuado iniciar el estudio utilizando la técnica de inmunoprecipitacion, ya que trabaja con las
proteinas enddgenas del parasito y puede preservar las interacciones in vivo. Esta aproximacion
ha sido llevada adelante con éxito en tripanosoméatidos ((Pitula et al., 2002) entre otros). El
método de doble hibrido, en realidad, genera proteinas de fusion en sistema de levadura de
modo que es mas propenso a artefactos. Consideramos que seria mas productivo utilizarlo para
disecar mas finamente una interaccion ya identificada por las estrategias anteriores que abordan
mas la realidad in vivo. Decidimos entonces, proceder a identificar una interaccion por el método
de la inmunoprecipitacién o inmunocaptura y usar el método de doble hibrido para disecar mas
finamente una interaccion ya identificada. Por otro lado, en el laboratorio se comenz6 a trabajar
con el sistema de purificacion en tandem de afinidad (TAP) expresando proteinas de fusion a
TAGs (Rigaut et al., 1999). La técnica consiste en la unién de la proteina problema a dos TAGs
y su posterior expresién en el organismo de origen, para luego preparar extractos y purificar los
complejos formados in vivo mediante cromatografias de afinidad con los tags empleados. Nos

planteamos esta estrategia en forma alternativa a la del doble hibrido. Para ello se introdujo un
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TAP TAG (proteina A y péptido de unién a calmodulina) en el vector pTEX de T. cruzi y se clono
en fase a Tc38. Transfectamos ADN de esta construccién plasmidica en epimastigotas,
seleccionamos transfectantes y finalmente usando extractos totales de estos transfectantes,
purificamos complejos proteicos que fueron analizados por espectrometria de masas. Estos
experimentos aun estan en curso y son parte del trabajo de tesis maestria del Licenciado Pablo
Smircich.

Para identificar proteinas que interaccionan con anti-Tc38 se adsorbio la fraccion IgG del
suero de conejo inmunizado con GST-Tc38 a un soporte de Affi Gel-10 en las condiciones
descritas en materiales y métodos. Se empaquetd la matriz en una columna y se realizé una
cromatografia de afinidad con extractos proteicos totales de epimastigotas de T. cruzi. Las
proteinas retenidas fueron eluidas a concentraciones crecientes de KCl y analizadas en geles de
SDS-PAGE tefidos con nitrato de plata. Las bandas de interés fueron analizadas por
espectrometria de masas y las masas calibradas de los péptidos tripticos generadas fueron
ingresadas como inputs en programas de busqueda (MS-Fit Prospector) en bases de datos de
proteinas y la base de datos aportados por el proyecto genoma de Tritryp del GeneDB en el
NCBI para intentar conocer la identidad de las proteinas. En todos los casos se realizaron en
paralelo experimentos idénticos en los que se usd la fraccion IgG del suero de conejos
inmunizados con la proteina recombinante de fusion GST-Tc17, donde Tc17 es una proteina de
union al ARN que estudiamos en nuestro laboratorio. Las bandas y masa tripticas comunes
entre los dos experimentos fueron consideradas inespecificas, y de hecho, luego de analizadas,
correspondieron mayormente IgGs de conejo o proteinas de la leche. Este tipo de experimentos
se repitidé en cuatro instancias.

Los perfiles de bandas obtenidos en los experimentos realizados fueron basicamente
similares (Fig. 4.4.4.1A). En ninguno de los casos se obtuvo una banda prominente a la altura de
38kDa en los geles tefiidos con nitrato de plata, pero si se observé la presencia de la proteina
Tc38 por western blot (Fig. 4.4.4.1B).

Inicialmente el analisis de las bandas mayoritarias indic6 que provenian de
inmunoglobulinas de conejo, caseina bovina (a-S1). Para disminuir la contaminacion con estas
proteinas se intentdé el bloqueo con BSA y se increment6 el volumen de lavado previo a la
elucion, lograndose la disminucién de la contaminacion por leche, pero no la de productos de
protedlisis de las inmunoglobulinas. El uso de mayores cantidades y tipos de inhibidores de
proteasas no fue suficiente para evitar la degradacion de inmunoglobulinas probablemente
causada por las proteasas activas del parasito. Generalmente las bandas contuvieron también
masas que correspondian con proteinas de T. cruzi. En forma preliminar, se descartaron las
masas correspondientes a contaminacién y se analizaron las bases de datos con los péptidos
restantes intentando ver si se lograban encontrar un perfil de masas comunes a varios

experimentos en la mezcla compleja.
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En ninguno de los cuatro experimentos analizados, el contenido de las bandas permitio

la identificacidn confiable de proteinas de reconocida expresion o funcién en T. cruzi. En general
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Figura 4.4.4.1. Gel de SDS-PAGE 10% de las fracciones eluidas de la inmunocaptura de
extractos proteicos de T. cruzi con IgG anti-Tc38. A. Gel tefiidos con nitrato de plata. B.
Western blot de las mismas fracciones de A con el anticuerpo anti-Tc38 y revelada con DAB.
E1-3 indican los eluatos a las siguientes concentraciones de KCI: 0.3, 0.5 y 1M. E2a indica el E
a 0.5 M de otra cromatografia en la que se realizé un bloqueo por mayor cantidad de tiempo y
un lavado menos exhaustivo. MP: marcador de peso molecular con la masa (KDa) de las
bandas indicada.

las bandas contenian pocos fragmentos tripticos que se destacaran por encima del ruido de
fondo lo que hace que los resultados no sean concluyentes. Los resultados se muestran a los
efectos de ejemplificar las etapas y analisis realizados. Las proteinas de T. cruzi que se indican
se caracterizan por muy bajos scores por lo que en estas condiciones, no pueden ser atribuidas
a interacciones con Tc38 (ver Tabla 4.4.4.1). Como resultado general de los datos obtenidos, se
resalta la presencia de proteinas con motivos de unidon a acidos nucleicos: endonucleasas,
helicasas, proteinas de reparacion de ADN. Asimismo se encontraron también proteinas de
unién al ARN. Resulta llamativo también el hallazgo de correspondencia con una proteina del
editiosoma. Sin embargo, los resultados son muy preliminares y no permiten la identificacion
definitiva de proteinas. Por otro lado, y a modo de aval del modo de busqueda en las bases de
datos, es interesante mencionar que entre las proteinas con funciéon conocida encontradas, la
mayoria estan involucradas en el metabolismo de los acidos nucleicos. Este tipo de proteinas no
son necesariamente las mas abundantes de la célula, de modo que no serian el producto

esperado de un “arrastre” inespecifico en la cromatografia.
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De todos modos las condiciones de inmunocaptura ensayadas aqui pueden sin duda ser

mejoradas. De hecho, las condiciones de la co-inmunoprecipitacion son bastante especificas

Péptidos MALDI- Identificadores Naturaleza Origen

TOF
1267.,64, 1337,60;
1 30 1384,69; 1759,85; caseina Bovina
2316,03 KABOSB
2 30 ni
70862921, 70883249,
1 si 70882190, 70874437,
70874038, 70871085,
3 30 70882085, 70878282, Hipotéticas T. cruzi

70869022, 70867893,
1253,30; 1367,67; 70873553, 70873553,
1979,98, 2186,09 70831993, 70870293

2 si A 60 1202,52;1634,78 AAF86090 IgG Conejo
B 30 ni

70864945, 70870989,
70876209, 70884535,
1195.52; 1267.52; 70886831, 70870053,

T 30 se773 175077, 70867893, 70874430,  lPotéticas LB
1853.81; 1875.68; 70877438, 70876046,
2186.03 70876123
3 | s 630,55: 195164
, 30 1267 63: 1759.87: Hipotéticas T. cruzi
2186.05 70874562, 70877357
837.45; 1251.70;
1267.70: 1383.70:
2 30 1475.72;1759.04; 70877438, 70878763, Hipotéticas T. cruzi
2186.20: 2313.28; 70882112, 70877640,
2707.35 70881724, 70880324
810,48; 920,46
1 60 1202,62: 1634,93; IgG Conejo
2261,17; 3338,86 AAF86090
2 45 idem ant
70887178 70872371
4 | no 3 40 2472,32;2480,28; 70866812 70879105  Hipotéticas T. cruzi
2485,31 708798660
4 30 2472,26
e 70887106 70871987 o _
5 oo 70885654 70879325 Hipotéticas T cruzi
1935,20: 2038,29 70868296 70870904
aprx
6 35 ni

Tabla 4.4.4.1, Resumen de los resultados obtenidos en los experimentos de inmunocaptura usando
anticuerpo anti-Tc38. Se muestran los cuatro experimentos analizados (E). W indica la presencia de sefal
de Tc38 en el eluato detectada por el western blot. B sefala el peso molecular de las bandas recortadas del
gel. Las masas calibradas de lo péptidos tripticos diferencialesobtenidos se listan en la quinta columna (“ni”:
no informado por el servicio I-SAT). Los identificadores corresponden a las proteinas encontradas con el
programa Prospector utilizando estas masas.
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para cada par antigeno-anticuerpo y son muchas los parametros que pueden ser modificados
(Golemis, 2002). Con nuestros resultados uno de los aspectos a mejorar seria incrementar la
unién de la proteina Tc38 a la columna de inmunoafinidad. Se propone para ello probar
introducir cambios en la composicién idnica o incrementar la concentracion idnica del buffer de
unién, disminuir la concentracion de NP-40 o cambiarlo por otros detergentes (Triton X-100,
Saponina, Digitonina, CHAPS) y probar concentraciones diferentes de los mismos y diferentes
condiciones de lisis celular. Por otro lado, podria realizarse un tratamiento mas exhaustivo con
ARNasas y ADNasas para liberar con mas eficacia el pool de proteina que pudiera estar
capturado. Los pasos de pre-limpieza de los extractos, asi como el bloqueo con BSA o leche
son omitidos en muchos protocolos, de modo que podrian intentar obviarse para ver si
disminuye la contaminacion y aumenta la eficiencia de la union Tc38-anticuerpo (Das et al.,
2005). Para disminuir la elucién de fragmentos de IgG que interfieren con la identificacion de
proteinas se podria cambiar de soporte por uno de mayor afinidad como la estreptoavidina-
agarosa (previa biotinilizacion del anticuerpo) o entrecruzar el anticuerpo a la proteina A con
agentes como el disuccinimidil suberato (DSS). Asimismo, podria realizarse la unién no
direccional pero covalente a un soporte como el Affi Gel-10 (BioRad) o AminoLink®Plus
Coupling Gel (Pierce). Ademas, debe inhibirse mas la actividad proteolitica de los extractos. Por
ultimo, dada la localizacion mitocondrial de Tc38, seria mas adecuado realizar los ensayos con
fracciones mitocondriales en vez de totales, e incluso con el mismo kinetoplasto, que se separa
facilmente en el fraccionamiento subcelular.

Estos experimentos fueron realizados en un momento en el que la mayoria los
resultados proyectos genoma de los tripanosomatidos no habian sido aun comunicados. De
hecho, las bases de datos estuvieron accesibles mas de un afo después, con un retraso
importante a lo previsto. Esto obstaculizé la interpretacion de los datos y el desarrollo
consecuente de modificaciones de los experimentos. Asimismo, en ese tiempo no conociamos
la localizacién subcelular de la proteina Tc38 y esperabamos que esta aproximacion echara luz
a la funcién. Sin embargo, los resultados debieron esperar a la comunicacion de los datos del
proyecto genoma de T. cruzi. Alun hoy, al reanalizar las masas tripticas obtenidas de las bandas
de los geles se observa que estas son atribuibles en muchos casos a proteinas hipotéticas con
secuencias parciales todavia no ensambladas. Sin embargo, si bien los resultados obtenidos no
pueden considerarse mas que preliminares, llama la atencidon que las posibles proteinas
interactuantes estan en forma predominante vinculada a procesos gendémicos .

Finalmente, como dijimos antes, en el laboratorio se estan usando la técnica de TAP-Tag
con la proteina Tc38, y esperamos que estos resultados puedan ser integrados y mejorados
para lograr una identificacion mas certera las proteinas asociadas. Las bandas fueron
procesadas con tripsina y analizadas por MS-MALDI-Tof de la misma forma que para los casos
anteriores. Los resultados fueron sometidos a la busqueda de identidades usando el programa
MS-Fit Prospector y la base de datos aportados por el proyecto genoma de Tritryp del geneDB
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en el NCBI. Los resultados preliminares obtenidos al la fecha tampoco permiten identificar
proteinas que interactien con Tc38 (datos no mostrados).

La existencia de alguna banda compartida entre los diferentes experimentos y sobre
todo, la conviccidn de que las apreciaciones realizadas anteriormente son responsables del bajo
nivel de proteinas observado nos alientan a continuar con estas metodologias.

Las aproximaciones aqui descritas son aproximaciones recientes que vienen siendo
usadas, en general en forma combinada, con éxito en tripanosomatidos (Kang et al., 2004), (Das
et al., 2005), (Das et al., 2005), (Walgraffe et al., 2005)) aunque en algunos casos, se obtienen
proteinas hipotéticas de tamafo incierto. Devaux et al. (Devaux et al., 2006) pudieron
caracterizar los componentes del complejo de transcripcion de la ARN P Il. Mas recientemente
Das et al. (Das et al., 2006) lograron la identificacion de 7 proteinas asociadas a dicho complejo,
de las cuales solo una tiene funcion conocida (NADH fumarato reductasa). De las restantes,
varias comparten las caracteristicas de las proteinas obtenidas en nuestro analisis, en cuanto
son proteinas hipotéticas con posibles dominios vinculados a transacciones de los acidos
nucleicos. Los resultados han sido mas exitosos en la caracterizaciéon del complejo necesario
para la transcripcion del SL (Schimanski et al., 2005) en el complejo asociado al UTSNRP (Palfi
et al., 2005) y para el complejo de la ARN poll (Nguyen et al., 2006) basandose en un tandem
modificado para promover una mejor eficiencia en la purificacion especificamente para el caso
de tripanosomatidos (Schimanski et al., 2005). De cualquier manera, la obtencion de resultados
confiables por estas aproximaciones deben validarse no sélo por otras metodologias in vitro sino

que también por aproximaciones in vivo.
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4.45 IDENTIFICACION DE LOS BLANCOS EN EL ARN/ADN DE LA
PROTEINA TC38

Como se ha discutido anteriormente, la proteina Tc38 ha sido aislada por grupos que le
adjudican funciones diferentes. El grupo de Simpson que trabaja en edicion del los ARNs
mitocondriales describe al homoélogo en T. brucei como una proteina de uniéon al ARN que
modula la estabilidad de los ARNm mitocondriales de modo general (Sbicego et al., 2003).
Nuestros resultados mostraron que GST-Tc38 tiene capacidad de unirse a la secuencia poli U-G
in vitro, aunque con menor afinidad que a (TG)n (Duhagon et al., 2003). Sin embargo, estos
datos no descartan que Tc38 tenga una funcion de union al ARN en T. cruzi. Por esta razén
intentamos realizar un abordaje para identificar ARNm que se unan especificamente a Tc38 a
través de la técnica de hibridacién usando microarreglos de ADN de T. cruzi.

Para identificar entonces los posibles ARNs que se unen a Tc38 hicimos un experimento
de pull down en batch de ARNs utilizando la proteina recombinante GST-TC38 unida por
afinidad a glutation sefarosa del modo que se describe en Materiales y Métodos (Seccion
3.1.11). La unién de las proteinas a la glutation sefarosa tuvo una eficiencia del 98% para GST y
del 57% para GST-Tc38, determinada por medida de la diferencia de concentracion de proteinas
antes y después de la primera incubacion con glutation sefarosa (sobrenadante). La cantidad de
ARN eluido en cada cromatografia fue de 600ng para dos experimentos de GST-Tc38 y de
180ng para un experimento con GST. Una de las cromatografias con GST-Tc38 y dos con GST
no rindieron ARN detectable espectrofotométricamente (utilizando un espectrofotometro
GeneQuantpro de Amersham-Bioscience). La relacion de densidad éptica leida a 260 y a 280nm
indicd que las muestras presentaban niveles aceptables de pureza. Dado los bajo niveles de
ARN obtenidos, se realizé una amplificacion utilizando el kit AminoAllyl MessageAMP™ aRNA
de Ambion. Para ello las muestras fueron concentradas por filtros de centrifuga Microcén
(Millipore Corp.) y se obtuvo las siguientes cantidades de ARN: 3; 11 y 0,46ug para los
triplicados de GST-Tc38 y 0,9ug para GST. Se realizo la hibridacién competitiva del ARN eluido
de la columna con GST-Tc38 contra ARN total de epimastigotas y contra ARN eluido de la

columna con GST como se muestra en la tabla 4.4.5.1.

LAMINA Cy5 Cy3 Tabla 4.4.5.1. Esquema de las hibridaciones
efectuadas sobre los microarreglos de ADN
4 pull down GST-1 Epi total de T. cruzi. Se describe el origen de ARN

utilizado en cada lamina y el fluorocromo con que

36 pull down Tc38-1 Epi total fueron marcadas.

37 pull down Tc38-2 Epi total
38 pull down Tc38-2 GST-1
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Como se muestra en la Fig. 4.4.5.1, las imagenes de las laminas hibridadas mostraron
un patrén manchado que no parecio deberse a la cantidad pequeia ni a la complejidad de los
ARNSs. Probablemente este manchado tiene que ver con la reaccion de marcado con Cy3. De
hecho cuando se mezclaron las dos reacciones de marcado para la hibridacion se observo una
coloracién azulada en lugar del violeta que se observa cuando ambas marcaciones son
eficientes. Creemos que la solucion de fluoréforo pudo haber estado en malas condiciones. Tal
vez esta reaccion no sélo no fue eficiente sino que produjo algun precipitado que resulté en la
agregacion sobre el microarreglo. La otra sonda hibrida adecuadamente. No puede descartarse

que la causa se deba a otra etapa de proceso de obtencion de estos ARNs.

GST-Tc38

Figura 4.4.5.1. Imagenes de los microarreglos de ADN de T. cruzi. Se indican las poblaciones de
ADNCc visualizadas en cada imagen. Las dos imagenes de la izquierda corresponden a la hibridacion
con ADNCc del ARN de un pull down con GST-Tc38 y las de la derecha a un pull down con GST, ambos
marcados con Cy3. En ambos casos se realizd la hibridacion competitiva con ARN total de
epimastigotas marcado con la sonda Cv5.

A pesar de esto se analizaron las imagenes de las laminas provenientes del pull down
con Tc38 y luego de descartar los datos insolventes y las sondas que estaban también
presentes en el pull down con GST, no fue posible identificar sefales diferenciales. En ambos
casos, fue posible obtener datos parciales de las hibridaciones que revelaron que el ARN eluido
después de los lavados mostraba un perfil de abundancia similar al del ARN total. Esto sugiere
que la condiciones en que se realizo el experimento de pull down no fueron adecuadas para

unién especifica de los ARNs a la proteina GST-Tc38. Por otro lado, la columna con GST retuvo
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muy poco ARN como era de esperar. De todos modos la confiabilidad de estos resultados es
muy baja por los problemas técnicos mencionados.

En conclusion, los experimentos realizados no permitieron obtener resultados
concluyentes principalmente a raiz de un problema técnico en el marcado de las sondas usadas
en la hibridacion de los microarreglos. Sin embargo, es posible que ademas, la cromatografia de
afinidad en si misma deba ser modificada para obtener mayor especificidad. Podriamos
incrementar las condiciones de rigurosidad del buffer de la unién del ARN a la columna y de los
lavados. Estos experimentos no se continuaron por razones financieras fundamentalmente pero
también por el hallazgo de la localizacion subcelular de Tc38 que vuelca la evidencia hacia la
unién al ADN del kinetoplasto. Con estos datos presentes, de continuarse con este abordaje
experimental en el futuro, seria mas adecuado realizar el pull down a partir de ARN aislado de la

fraccion mitocondrial especificamente.

Dado que la proteina Tc38 fue seleccionada a partir de extractos proteicos de T. cruzi
por una aproximacion basada en la afinidad por un elemento de ADN simple hebra, nos
propusimos determinar la posible funcionalidad de la proteina mediante una analizando su
capacidad de union a elementos en el contexto gendmico in vivo. Para ello nos planteamos el
analisis de inmunoprecipitacion de cromatina (chromatin immunoprecipitation o CHIP) (Orlando
et al.,, 1997). En este ensayo el ADN es entrecruzado in vivo a las proteinas usando
formaldehido y luego es fragmentado por sonicacion. EI ADN obtenido fue analizado por gel de
agarosa y se observd una mancha correspondiente al tamafio de moléculas esperado (entre
500-2000pb) como se muestra en la Fig. 4.4.5.2.

Los complejos ADN-proteina que contienen a Tc38 se precipitaron usando la afinidad del
anticuerpo policlonal purificado que disponemos; luego el entrecruzamiento se revirtio y la
proteina liberada fue digerida. Los fragmentos de ADN retenidos fueron sustraidos contra un
control, amplificados (PCR-SelectTM cDNA Subtraction Kit, Clontech) y finalmente clonados y

secuenciados.
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Figura 4.4.5.2. Gel de agarosa al
1.2% tefido con Bromuro de Etidio
y visualizado en transiluminador
UV. (1) Carril correspondiente a
10uL de la muestra sonicada luego

?_5_ del entrecruzamiento y (2)
marcador de peso molecular con
los pesos de las bandas indicados

s a la izauierda (kpb)

0.75-
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La transformacién de las bacterias con los vectores T conteniendo los insertos
amplificados dio origen a colonias blancas y azules cuando se plaquearon en medio solido con
X-Gal e IPTG. Se picaron entonces 96 colonias blancas y se crecieron en medio LB en placas
de 96 pocillos. Ahi mismo se realiz6 la minipreparacion de ADN plasmidico y se secuenciaron
los plasmidos utilizando primers del vector como cebadores. El analisis de las secuencias indico
que no habia ADN de T. cruzi ligado en los vectores. Sélo se insertaron los primers
adaptadores. Esto apunta a un problema en alguna de las etapas del procedimiento: union a la
proteina A sefarosa, ligacion de los primers, sustraccion y/o amplificacion por PCR. Los pasos
mas susceptibles a error tal vez sean la ligacion y la sustracciéon. En particular, la cantidad de
ADN control usado para la sustraccion puede ser crucial.

Lamentablemente no se pudo continuar con estos experimentos debido a su alto costo.
De proseguir con este trabajo deberian analizarse en geles de agarosa los productos de cada
una de las etapas posteriores al entrecruzamiento, para determinar cual debe ser ajustada para
producir la seleccion de ADN especificamente inmunoprecipitado. Previo a la secuenciacién
podria realizarse una digestion de algunas colonias utilizando enzimas de corte unico en el sitio
de clonado multiple del vector y determinar los tamafios medios de los insertos.

Con los datos que poseemos ahora sobre la localizacion subcelular de Tc38 seria mas
adecuado trabajar con una fraccion celular enriquecida en mitocondrias o con una fraccion no

nuclear para determinar los blancos in vivo en el ADN kinetoplastideo.
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Conclusiones

Los resultados presentados en esta Tesis abarcan diferentes aspectos de la hipotesis
que intentamos estudiar. Se presentan conclusiones parciales de cada uno de los
abordajes realizados y una conclusion general integrativa.

Abundancia y distribucion de los repetidos de dinucleétidos:

Se encuentran representados en forma significativamente mayor que lo esperado por azar
en los genomas de los Tritryps.

Muestran perfiles de abundancia caracteristicos, que parecen estar conservados entre los

Tritryps y también entre ellos y otros organismos.

Muestran una distribucion asimétrica entre las hebras codificante y no codificante que parece

estar conservada en términos relativos entre los Tritryps.

Muestran una localizacién no al azar a lo largo de los policistrones, con una tendencia a la

disminucion en las regiones cercanas a los saltos de hebra.

Abundancia y distribucion de los repetidos (TG/CA)n

Son los mas abundante luego de los (AA/TT)n en los genomas de los tripanosomatidos.

Son los repetidos de dinucledtidos mas largos en el genoma de los Tritryps.

Presentan una distribucion asimétrica entre las hebras del ADN en los genomas de los

Tritryps, mostrando una marcada preferencia de la secuencia (TG)n por la hebra codificante.

Presentan una distribucidon no uniforme en las regiones no codificantes, con una tendencia a

concentrarse cerca de las CDS.

Influencia de los repetidos (TG/CA)n en la expresion génica (en cis)

Los repetidos (TG/CA)n en los UTRs incrementan los niveles de expresion de genes

reporteros bajo transcripcion con la ARN P Il en T. cruzi en el modelo ensayado.

El efecto estimulador de la expresion génica es asimétrico respecto a las hebras del ADN,
siendo las secuencias (CA)n en la hebra codificante aproximadamente 10 veces mas

potenciadoras que sus complementarias (TG)n.
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. Los repetidos (TG/CA)n como sefiales blanco de reconocimiento de proteinas (en

trans)

Las secuencias repetidas en hebra simple (CA)n y (TG)n son reconocidos en forma

especifica por proteinas presentes en los extractos proteicos de epimastigotas de T. cruzi.

Las proteinas que participan en los complejos con las hebras complementarias son

diferentes.

Tc 38 es una de las proteinas que se une con afinidad a ADN en hebra simple y establece
interacciones especificas con la secuencia repetida (TG)n. Sus caracteristicas mas
destacadas son:

No presenta dominios conocidos de unidn a acidos nucleicos.

Sdlo presenta identidad de secuencia con genes de tripanosomatidos y las proteinas

que codifican parecen ser homélogas.

Se une preferentemente a ADN simple hebra mas que a ARN.

Se expresa en todos los estadios del ciclo de vida del parasito.

Parece ser altamente regulada ya que no se ha podido aislar parasitos que la

sobreexpresen, sugieriendo que es toxica.

Localiza en la mitocondria, y esta especialmente asociada al kinetoplasto.

Cambia su localizacion relativa al kinetoplasto durante el ciclo celular y es posible que

en algun momento del ciclo desaparezca o pierda su localizacion kinetoplastica.

Los resultados obtenidos en este trabajo apoyan la hipotesis de que los motivos repetidos
(TG/CA)n tienen un rol activo en la expresion de los genes en los tripanosomatidos. Las
perspectivas de como continuar con cada uno de los abordajes experimentales fueron discutidas
para cada aproximacion particular en Resultados y Discusién. Algunas de las preguntas que
surgen, como por ejemplo, a qué nivel se regula la expresion de los genes reporteros, pueden
ser contestadas en forma sencilla. Otras perspectivas, como la purificacion y caracterizacion de
las proteinas que forman los complejos con las secuencias estudiados, son de mas largo
aliento. Actualmente se dispone de técnicas promisorias para el analisis de la interacciones
proteina-proteina, asi como de los genomas completos de los tripanosomatidos; en nuestro
laboratorio se estan haciendo intentos de desarrollar estas aproximaciones que sin duda
permitiran seguir avanzando en este proyecto. Los analisis bioinformaticos propuestos como
continuacion, a raiz de los resultados obtenidos, estan en curso en este momento, y ofrecen
otra veta para ahondar en la funcion de los motivos (TG/CA)n. Finalmente, los datos obtenidos

en este trabajo sumados a los numerosos reportes acerca de la influencia de estas secuencias
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Conclusiones

en la expresion de los genes de diversos organismos, nos alienta a proponer que estas
secuencias tengan un rol mas antiguo, que trascienda a los kinetoplastideos. Tal vez su

abundancia y mutabilidad los hagan sustrato rapidamente accesible para la modulacion fina de
la expresion de los genes.
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Anexo

6 Dos proteinas de union a hebra

simple de T. cruzi

En el transcurso de este trabajo, contribuimos en la identificacion y caracterizacion de

otras dos proteinas de union a acidos nucleicos en T. cruzi. Se adjuntan los manuscritos.
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Trypanosoma cruzi: molecular characterization of TcPUF6, a Pumilio protein.
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Abstract

In trypanosomes regulation of gene expression occurs mainly at the post-transcriptional level. Pumilio proteins are RNA-binding proteins that
modulate gene expression in lower and higher eukaryotes. Here we present the characterization of TcPUF6, a member of the Pumilio family in 7ry-
panosoma cruzi. TCPUFG6 is expressed in the different life cycle forms of the parasite showing no clear stage specific regulation and it is localized to
multiple discrete foci in the cytoplasm of epimastigotes. The recombinant TcPUF6 fusion protein specifically binds to the Drosophila hunchback NRE
(nanos response element). TcPUF6 conserves functional properties that characterize the Pumilio family throughout evolution.

© 2005 Elsevier Inc. All rights reserved.

Index Descriptors and Abbreviations: GST, Glutathione-S-transferase; NRE, nanos response element; SL, spliced leader; UTR, untranslated region;

WGS, whole genome shotgun

keywords: Kinetoplastida; Trypanosoma cruzi; Pumilio family; RNA-binding proteins; Post-transcriptional regulation

The kinetoplastid protozoan Trypanosoma cruzi is the causative
agent of American trypanosomiasis or Chagas’ disease (Chagas,
1909), which afflicts millions of people in Central and South America.
During its life cycle, the parasite invades two different hosts (a reduviid
insect and a mammal) displaying at least four distinct developmental
stages: trypomastigotes, epimastigotes, metacyclic trypomastigotes,
and intracellular amastigotes (Tyler and Engman, 2001). Gene
expression in trypanosomes involves peculiar mechanisms such as
polycistronic transcription, addition of a mini exon sequence by
trans-splicing, and editing of mitochondrial transcripts. Unlike higher
eukaryotic cells, regulation of gene expression is considered to occur
mainly at post-transcriptional stages since individual genes belonging
to a common polycistronic unit may show differential expression
(Teixeira, 1998). Mechanisms regulating gene expression could involve
mRNA modulation by differential processing of long polycistronic
transcripts by trans-splicing and poly(A) tail addition, changes in

* Corresponding author. Fax: +598 2 525 86 17.

E-mail address: bgarat@fcien.edu.uy (B. Garat).

! Present address: Instituto de Biologia Molecular do Parana, Rua
Professor Algacyr Munhoz Mader 3775, Curitiba 81350-010, Brazil.

0014-4894/$ - see front matter © 2005 Elsevier Inc. All rights reserved.
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mRNA stability (Clayton, 2002), and mRNA mobilization to poly-
somes (Avila et al., 2001). Sequence or structural elements present in
the 3’UTR of some mRNAs have been shown to confer stage specific-
ity (Nozaki and Cross, 1995) through the binding of protein factors
(Coughlin et al., 2000; D’Orso et al., 2003).

Regulation at the level of mRNA translation is a major mechanism
in the control of gene expression. Particularly, the products of nanos
and pumilio genes in Drosophila are key components of translation
repression of target mRNAs (Parisi and Lin, 2000). Pumilio was first
described as a protein that represses translation of the hunchback tran-
script in a ternary complex with Nanos, contributing to the posterior
patterning of the Drosophila embryo (Wharton and Struhl, 1991). In
Caenorhabditis elegans the fem-3-binding factors (FBF) 1 and 2 regu-
late the sperm/oocyte switch and germ line stem cell maintenance
(Zhang et al., 1997). Based on structural similarities, FBF and Pumilio
were proposed as members of a family of sequence-specific RNA-bind-
ing proteins named Puf (for Pumilio and FBF) (Zamore et al., 1997).
In Drosophila, Pumilio has an RNA-binding domain with eight imper-
fect repeats of ~36 amino acids (Edwards et al., 2001) that recognizes a
pair of highly conserved 32 bp elements (5-AUUAUUUUGUUGU
CGAAAAUGUUACAUAAGCC-3') known as the nanos response
element (NRE) of the hunchback mRNA (Murata and Wharton,
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1995; Wang et al., 2002). The Pumilio proteins modulate mRNA
expression by enhancing turnover or repressing translation via interac-
tions with other regulator proteins such as Nanos and Brain Tumor in
Drosophila (Sonoda and Wharton, 1999), Nos3 in C. elegans (Kraemer
et al., 1999) or DAZ-like proteins in human cells (Moore et al., 2003).
The mechanism of action of these ternary complexes is not yet known.
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In kinetoplastids a member of the Puf family, TbPUF1, has been
described in Trypanosoma brucei being essential for cell viability. In
addition, transfection assays suggest that its overexpression affects
parasite virulence. TbPUF1 interacts with the ESAGS8 putative reg-
ulatory protein and may control mRNA stability (Hoek et al.,
2002).
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Fig. 1. Alignment of the Pumilio proteins from 7. cruzi (TcPUF6) and the T. brucei orthologue (TbPUFI). Similarities (PAM250) are gray
highlighted and identities are black shaded. Pumilio repeats are boxed.
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The nucleotide sequence of the thpufl (Hoek et al., 2002) gene was
used to screen the TIGR nucleotide database (WGS) of the T. cruzi
genome project (www.tigr.org). An open reading frame of 1725 nucle-
otides coding for a 574 amino acid putative protein with an expected
molecular mass of 64.5 kDa and a deduced isoelectric point of 6.52
was found. This protein has 53% identity and 68% similarity with
TbPUFI1 and was therefore identified as the 7. cruzi homologue of
the T. brucei protein (Fig. 1). Eight copies of the imperfect 36 amino
acid Pumilio repeat are present in TcPUF6 (Fig. 1). The core Puf re-
peat consensus defined by Zhang et al. (1997) is based on 11 criteria
involving the identity of eight amino acids and the presence of three
delimited spacers (D-x-F/Y-G/A-x-x-V/I-V/I/L-Q-K-x-V/I/L). Three
repeats conform to seven criteria (repeats 1, 3, and 4) while the other
five conform to more than eight criteria (repeat 2, eight; repeats 5
and 7, nine; repeats 6 and 8, ten). The region upstream of the Puf do-
main is acidic (p/ 4.5). Gln/Ala-rich and Ser-rich regions seen in most
Puf proteins that are supposed to participate in the recognition of part-
ners (White et al., 2001) were not detected. Alternative domains not yet
identified could be responsible for such role. During the course of this
work the nucleotide and amino acid sequences of this 7. cruzi gene
were deposited in the GenBank by Vazquez (see below) and identified
as tcpuf6 (GenBank Accession No. AAQ84135). TcPUF6 is a member
of the Puf protein family of 7. cruzi, which has at least nine members
reported in the GenBank (Vazquez, M.P., Bercovich, N., Caro, F.,
Atorrasagasti, C., Levin, M., 2003, The Pumilio protein family in Try-
panosoma cruzi. GenBank Accession Nos. AAQ84130-AAQ84138. Di-
rect Submission; Andersson, B., Bontempi, E.J., 2001, GenBank
Accession No. AAL82701. Direct Submission). The existence of sev-
eral members of this protein family in 7. cruzi suggests that they
may have a broad range of action on gene expression regulation.
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Fig. 2. Binding of the recombinant GST-TcPUF6 protein to the
hunchback NRE. Binding reactions and EMSAs were performed as
previously described (Duhagon et al., 2001) with 0.5ng of the
NRE (5-AUUAUUUUGUUGUCGAAAAUGUUACAUAAGCC-
3’) end-labeled with T4 polynucleotide kinase and [y-*?P]JATP
(10,000 cpm), incubated at room temperature for 20 min and
immediately loaded onto a 6% native polyacrylamide gel. (1) Binding
reaction with 2 pg of the recombinant GST protein was performed as a
control. (2-11) Binding reaction with 2 pg of the recombinant GST-
TcPUF6. (3-5) The NRE; (6-8) poly(U);s; (9-11) (UGUU),: (5'-
UUGUUUGUUUGUUUGU-3') oligoribonucleotides were added to
the binding reaction at room temperature for 10 min prior to the
addition of the labeled probe in a 1-, 10- or 50-fold molar excess,
respectively.

The coding region of TcPUF6 was amplified and cloned into two
Escherichia coli expression vector: pQE30 and pGEX4T. Fusion pro-
teins of 65 and 80 kDa, respectively, were observed after IPTG induction
in bacterial protein extracts. The pQE30 derived protein (His-TcPUF6)
completely partitioned to the insoluble fraction of the bacterial lysate.
After treatment with 8 M urea, pH 8.0, and agarose—nickel chromatog-
raphy, the protein was purified to near homogeneity and then used to
produce a polyclonal antiserum (anti His-TcPUF6) in New Zealand
White rabbits by three inoculations (200 pg each time), at 2-week inter-
vals. The serum was obtained 1 week after the last boost and purified
onto DEAE Affi-Gel Blue Gel columns (Bio-Rad) following manufac-
turer’s instructions. A small percentage of the pGEX4T derived protein
(GST-TcPUF6) was recovered in the soluble fraction and was then used
for electrophoretic mobility shift assay (EMSA).

It has been reported that in vitro-binding activity of Puf proteins to
the Drosophila hunchback NRE sequence is highly conserved among
different species. Human, mouse, and Xenopus Pumilio proteins are
able to recognize the Drosophila hunchback NRE (Nakahata et al.,
2001; White et al., 2001; Zamore et al., 1997). In protozoans the Plas-
modium falciparum PfPufl protein also binds the NRE both in vitro
and in vivo (Cui et al., 2002). Mutational analysis of the hunchback
NRE and analysis of the human Pumiliol crystal structure showed
that the UGU triplets present in the NRE core (UGUR) are essential
for RNA binding of Pumilio proteins (Wang et al., 2002; Zamore et al.,
1997). We wished to determine whether the TcPUF6 was also capable
of forming specific complexes with the Drosophila hunchback NRE.
EMSAs were done as previously reported (Duhagon et al., 2001)
and showed that GST-TcPUF6 was able to form a complex with the
NRE probe when 2 pg of the protein was used. No mobility shift of
the target probe was observed when GST alone was used as a control
(Fig. 2). The specificity of this complex was tested with different com-
petitors. While excess of the poly(U);s cold probe did not affect com-
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Fig. 3. Expression of the TcPUF6 protein during 7. cruzi life cycle.
Total protein extracts (40 ug, ~107 parasites) were separated by
electrophoresis in 10% SDS-polyacrylamide gels and electro-trans-
ferred onto Hybond-C membranes (Amersham). Left panel—analysis
of T. cruzi life cycle: 1, epimastigotes; 2, extracellular amastigotes; 3,
metacyclic trypomastigotes. Right panel—analysis of 7. cruzi metacy-
clogenesis: 1, epimastigotes; 2, nutritional stress epimastigotes; 3, 24 h
adhered (differentiating) epimastigotes; 4, metacyclic trypomastigotes.
(A and B) Western blot with anti His-TcPUF6 (1/500) obtained in
New Zealand White rabbits after three consecutive immunization at 2-
week intervals with 200 pg of His-TcPUF6 and purified by DEAE Affi-
Gel Blue Gel columns (Bio-Rad), (C and D) Western blot analysis
using an anti-7. cruzi PEPCK antiserum (1/500) (Linss et al., 1993).
The molecular weight marker (in kDa) is the Benchmark Protein
Ladder (Gibco).
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plex formation, the (UGUU), probe was able to compete the binding
though less efficiently than the cold NRE probe (Fig. 2). The probe
conformation or additional elements flanking the UGUU sequence
in the NRE probe may be responsible for this difference. Recently
the presence of a conserved dinucleotide UA located downstream of

@] >
l . .

Fig. 4. Immunolocalization of TcPUF6 protein in 7. cruzi epimasti-
gote cells. Parasites were harvested from culture media, washed four
times with PBS, and resuspended (5 x 10° cells/ml). The fixed cells were
blocked with PBS-Tween BSA 1% 30 min. (A) Incubation with anti
His-TcPUF6 (1/100) followed by Alexa Fluor 488 F(ab’)2 fragment of
goat anti-rabbit IgG (H + L) (Molecular probes). (B) Nuclear local-
ization by staining with 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI). (C)
Merged figure. (D) Enlarged image of the indirect immunoanalysis.
Bars correspond to ~5 pm. Images were resolved using an Olympus
BX61 microscope equipped for epifluorescence and recorded with a
CCD camera (Olympus DP70). Digital capturing of images was
performed with Olympus Microsuite B35V 3.2 software.

the UGUR element has been recognized in the RNA targets for the
Pumilio yeast proteins Puf3p, Puf4p, and Puf5p defining particular en-
larged consensus elements (Gerber et al., 2004). Although in vitro
NRE binding is a common feature of Pumilio proteins, the actual
TcPuf6 target is to be identified.

The polyclonal antiserum was used to determine TcPUF6 expres-
sion by Western blot. A single band corresponding to a protein of
the predicted molecular size (approximately 65 kDa) was observed in
the different parasite life cycle forms (Fig. 3A). It has been suggested
that maintenance of the mitotic state in the cell could be the ancient
function of this protein family (Crittenden et al., 2003). Therefore,
we analyzed the expression of TcPUF6 during the in vitro differentia-
tion of replicative epimastigotes into non-replicative metacyclic try-
pomastigotes. The TcPUF6 protein was present throughout the
metacyclogenesis process (Fig. 3B). For both experiments, a polyclonal
serum against phospho-enol-pyruvate carboxykinase (PEPCK), which
is expressed constitutively during differentiation (Linss et al., 1993),
was used as a control of protein loading (Figs. 3C and D).

The polyclonal antiserum was used for immunofluorescence analy-
sis in order to determine the cellular localization of the TcPUF6 pro-
tein in 7. cruzi epimastigotes. The TcPUF6 protein was found
predominantly localized in the cytoplasm of the parasite (Figs. 4A
and C). No clear evidence was obtained to support nuclear localization
(Figs. 4B and C). The cytoplasmic signal observed is not diffuse
throughout the cytoplasm but rather appears to be concentrated in
multiple discrete foci (Fig. 4D). This pattern is similar to the previously
reported localization for the TbOPUF1 homologue in 7. brucei using a
GFP fusion protein (Hoek et al., 2002) and for the homologous Puf
protein family in S. cerevisiae (Gerber et al., 2004). In S. cerevisiae,
each of the Puf proteins described are associated with distinct mRNA
subpopulations that encode for proteins with common functions and
subcellular localization, suggesting that Puf proteins could direct spe-
cific mRNAs to the cytoplasmic compartment where they will be trans-
lated (Gerber et al., 2004). Whether this could be one of the functions
of TcPUF6 in T. cruzi parasites remains to be elucidated.

TcPUF6 conserves properties of nucleic acid binding and localiza-
tion that characterize the Pumilio family throughout evolution. We are
currently analyzing the mRNA population associated to TcPUF6
mRNP complexes by immunoprecipitation and microarray analysis
in order to determine the actual targets of the protein.
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Abstract

Molecular studies have shown several peculiarities in the regulatory mechanisms of gene
expression in trypanosomatids. Protein coding genes are organized in long polycistronic units that
seem to be constitutively transcribed. Therefore, post-transcriptional regulation of gene expression
is considered to be the main point for control of transcript abundance and functionality. Here we
describe the characterization of a 17 kDa RNA-binding protein from Trypanosoma cruzi
(TcRBP19) containing an RNA recognition motive (RRM). This protein is coded by a single copy
gene located in a high molecular weight chromosome of 7. cruzi. Orthologous genes are present in
the TriTryp genomes. TcCRBP19 shows target selectivity since among the different
homoribopolymers it preferentially binds polyC. TcRBP19 is a low expression protein only barely

detected at the amastigote stage localizing in a diffuse pattern in the cytoplasm.

Index descriptors and Abbreviations: GST, Glutathione-S-.transferase; RBP, RNA binding

proteins; RRM, RNA recognition motif; SL, spliced leader

keywords: Kinetoplastida; Trypanosoma cruzi; RNA binding proteins; RRM protein; TcRBP19.
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Trypanosoma cruzi, a protozoan parasite of the order Kinetoplastida, is the causative agent of
Chagas’ disease affecting several million people along South and Central America and Mexico.
During its life cycle, T. cruzi deals with abrupt environmental changes as it interacts with an insect
and a mammalian host. Consequently, several proteins have to be tightly regulated to allow the

rapid adaptation that is essential for the parasite survival.

Kinetoplastida constitute a very early branch in eukaryotic evolution presenting several remarkable
deviations from standard eukaryotic paradigms. Although transcription is polycistronic individual
genes can exhibit completely different regulation (Teixeira, 1998). There are no canonical
promoters identified yet and there is no evidence for specific or regulated transcription itiation of
protein coding genes by RNA polymerase II. Indeed, open reading frames investigated so far seem
to be constitutively transcribed. The processing of the long polycistronic transcripts into
monocistronic units is achieved by #rans-splicing and polyadenylation in a coupled reaction
(LeBowitz, etal., 1993). Given these peculiarities, the regulation of gene expression occurs
predominantly at the post-transcriptional level, and undoubtedly, RNA binding proteins (RBP)

play a major role.

The characterization of particular RBPs and the study of their molecular mechanisms would
provide important insights in the understanding of the mechanisms of gene expression in 7. cruzi.
Few RNA-binding proteins involved in mRNA-turnover control have been identified so far
(D'Orso, et al., 2003). Particular factors such as a polyA binding protein (Batista, et al., 1994), a
spliced leader RNA binding protein (Xu, et al., 2001), Pumilio proteins (Dallagiovanna, et al.,
2005) (Caro, et al., 2006) and CCCH-type Zn-finger-containing proteins (Caro, et al., 2005,
Espinosa, et al., 2003, Morking, et al., 2004) have been reported in 7. cruzi. Likewise, an RRM
(RNA Recognition Motif) protein family implicated in mRNA abundance through the specific
binding to U rich elements has been described (D'Orso, et al., 2003, D'Orso and Frasch, 2001,

D'Orso and Frasch, 2002, De Gaudenzi, et al., 2003).
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While working on the pteridine reductase gene (Robello, et al., 1997), RT-PCR assays done using
total epimastigote RNA a spliced leader based primer (5’-CGCTATTATTGATACAGTTTCTG-
3”) and a specific antisense oligonucleotide rendered different bands that were excised from the
gel, cloned into pGEM-T vector (PROMEGA) and sequenced. A clone with an insert of 493bp
(p2A) coding for a RRM-containing protein was obtained (Fig. 1A). This cDNA fragment was
used to screen a AEMBL3 genomic library (Fragoso and Goldenberg, 1992) to find the complete
sequence. Two positive clones (3A and 4B) were obtained and sequenced revealing an open
reading frame of 471 bp coding for a 156 amino acid polypeptide with a predicted molecular
weight of 17 kDa. This protein that we initially named TcRBP17 has been named TcRBP19 (Acc

Number: XP_814431) by De Gaudenzi et al. (De Gaudenzi, et al., 2005).

The comparison of the cDNA and the genomic sequence allowed the identification of the AG 5’
splice acceptor site 78 nucleotides upstream from the initial ATG. As usual, in trypanosomes this
site is preceded by a polypyrimidine tract. The deduced isoelectric pointof TcRBP19 is 6.96. A
highly basic domain (pl 9.92) at the amino-terminal portion (aa from 1 to 28) and an acidic domain
(pl 4.12) at the carboxy-terminal portion (aa from 115 to 156) that could be involved in protein-
protein interactions are inferred. No relevant homologies were detected for these regions using the
BLAST algorithm (Altschul, et al., 1990). Meanwhile from the amino acid 29 to 114 there is a
highly conserved RRM domain (PROSITE www.expasy.org) (Fig. 1B). The RRM domain is
found in numerous proteins involved in post-transcriptional events such as RNA processing,
transport, translation, degradation, and stabilization. It consists of 80—90 amino acid (aa) residues
with two highly conserved short motifs: an RNP1 octamer, (K/R)G(F/Y)(G/A)FVX(F/Y), and an

RNP2 hexamer, (L/D( F/Y)( V/I) (G/K) (N/L) L (Birney, etal., 1993, Burd and Dreyfuss, 1994,

Kenan, et al., 1991).

TcRBP 19 presents approximately 46% identical and 22% equivalent amino acids that are invariant

in the RRM domain throughout the RRM protein family. These amino acids are involved in
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defining and stabilizing the active site of the protein. The most probably secondary structure for
the entire protein was obtained by the PSIPRED Protein Structure Prediction Server (McGuffin, et
al., 2000). TcRBP19 may adopt a aBaafBappoapa conformation with the amino acids belonging
to the RRM forming the expected Bappaf topology (Perez-Canadillas and Varani, 2001, Varani
and Nagai, 1998), where the RNP-1 and RNP-2 motives generate the 33 and 31 sheets respectively

(data not shown).

No remarkable homologies with the 7. cruzi previously identified TCRBP RRM proteins (Batista,
et al., 1994, De Gaudenzi, et al., 2005, De Gaudenzi, et al., 2003, Gomes, et al., 2004, Xu, et al.,
2001) were found. Instead, orthologues with high values of identity (from 46 to 59%) and
similarity (from 60 to 70%) to TcRBP19 were found in different trypanosomatids: Tb927.7.1180,
Trypanosoma brucei; LmjF26.0760, Leishmania major; LinJ26.0600, Leishmania infantum;

gamb 1097f44.q1k 3, Trypanosoma brucei gambiense; tviv292c12.plk 7, Trypanosoma vivax.

TcRBP 19 RRM presents the two signature motifs RNP1 and RNP2 highly conserved among this
kind of proteins. The alignment of these motifs evidences the homologies at this level within the
orthologous gene products (Table 1). Some peculiarities as the absence of an aromatic amino acid
in position 3 and 2 for both RNP1 and RNP2 respectively can be observed. In other RRM proteins,
these amino acids are responsible for non specific interactions with RNA (Allain, et al., 1997,
Oubridge, et al., 1994, Price, et al., 1998). The RNP-2 sub-motif is highly conserved in the RBP19
kinetoplastids orthologues, but it significantly differs from the consensus. The significance of these

peculiarities and their relatedness to the specific functional role awaits further analysis.

Southern blot analysis of genomic DNA digested with different endonucleases in high stringency
conditions allowed us to conclude that tcrbpl9 is a single copy gene (Fig. 2A). Two bands were
observed when using Eco RI and Pst [ since specific target sites for these enzymes are present
within the fcrbpl9 gene. Accordingly, Blast analysis of the GeneDB Sanger Institute
(http://www.genedb.org/) T. cruzi database enabled the detection of only two allelic sequences

5
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(Tc00.104.705.350.7515.60; Tc00.104.705.350.8213.20). Blot analysis of pulse field
electrophoresis in high stringency conditions showed that tcrbp19 is contained in a high molecular
weight chromosome in 7. cruzi (Fig. 2B). Using the databases of the genome projects (GeneDB)
another ORF coding for an RRM nearby tcrbp19 - distant ca. 2000 pb- was detected. The presence
of similarly clustered RRM proteins genes has been already observed in 7. cruzi (De Gaudenzi, et

al., 2003).

As a first characterization of an RNA binding protein we studied the ability of TcCRBP19 to bind to
homopolymeric ribonucleotides by electrophoretic mobility shift assay (EMS A). For this purpose
we prepared a recombinant fusion protein. Two primers: BEfw 5°-

TggatccCCGgaattc ATGCATCAGCGAGGCATTCAGCG-3’ and NXrev 5’-
GATgcggeegetcgagTCAGTGTGTCAATGTCTTTTCTCC-3’ were designed to obtain the
complete TcCRBP19 CDS by PCR amplification (lowercase indicates restriction sites). The PCR
product containing BamHI-EcoRI and Not#l-Xhol sites in the 5” and 3’ ends respectively was
cloned into the pCR™2.1-TOPO" plasmid (Invitrogen) and pGEX-4TI vector (GE Healthcare) and
used to transform E. coli BL21 (Novagen) to produce a glutathione-S-transferase (GST) fusion
(GST-TcRBP19). Cultures were induced with 0.5mM IPTG for 4 hr at 28°C. The recombinant
protein was mainly obtained in the soluble fraction and purified using GST-SepharoseFF columns
GSTrap FF (GE Healthcare) as a 45 kDa protein. The GST-TcRBP19 ability to bind the four
labeled homoribonucleotideswas tested in EMSA. The recombinant fusion protein preferentially
binds to the polyC sequence (data not shown). The specificity of the GST-TcRBP19 polyC
complex was further established by competition with unlabeled probes (Fig. 3 A). Afterwards, the
recombinant fusion protein GST-TcRBP 19 was digested with thrombin (GE Healthcare) at 16°C
for 8 hrs to obtain the pure recombinant TcRBP19. The purified recombinant TcCRBP19 protein
showed similar target specificity (Fig. 3 B). Nevertheless, the non fusion protein exhibited an

increased affinity for all the homoriboprobes. Globally, these results indicate that TcCRBP19 has a
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target discriminating potential. However, the actual targets remain unknown. Different approaches

are currently being used in order to identify them.

In order to study TcRBP19 expression during the parasite life cycle, a polyclonal antiserum was
raised in New Zealand White rabbits by immunization with 200 pg of the recombinant fusion
protein GST-TcRBP 19 using Freund’s adjuvant. Rabbits were inoculated sub-cutaneously three
times, at two-week intervals, with the protein (200 pg each time) and serum was obtained two
weeks after the last boost. The polyclonal serum was purified on DEAE Affi-Gel®Blue Gel
columns (BioRad) following manufacturer’s instructions. Afterwards affinity purification using
GST-TcRBP19 bound to Affi-Gel 10 Gel columns (BioRad) and GST-TcRBP19 bound to
Hybond-C was performed. The purified TcCRBP19 antibody was used in Western blot to analyze
protein extracts of E. coli BL21 transformed with the pGEX-4TI-TcRBP19 expression plasmid.
Antibody dilutions of 1/1000 were able to specifically recognize the TcCRBP19 protein (data not
shown). Nevertheless, when used in Western blot to analyze epimastigote protein extracts a unique
band of an unexpected slow migration corresponding to an apparent molecular mass of 45 kDa was
detected (Fig. 4A). This was not due to dimer formation because treatments with 1 and 2M DTT or
5% B-mercaptoethanol showed the same pattern (data not shown). Since a posttranslational
modification could be responsible for the slow migration signal, we decided to prepare
transfectants of 7. cruzi over expressing the TcCRBP19 protein. The low expression plasmid pTEX
(Kelly, et al., 1992) was chosen to transfect epimastigotes of 7. cruzi. The TcCRBP19 gene was
inserted in the BamH I and X#o 1 sites to construct the plasmid pTEX-TcRBP19. Dm28 T. cruzi
epimastigotes (5x10") were electroporated using 50 pg of pTEX-TcRP19 with two pulses of 450 V
500 WF for two replicates (A and B). Electroporations with the plasmid pTEX alone and with no
plasmid were done as negative controls. Electroporated parasites were incubated in LIT medium
supplemented with 10 % FBS for 24 hours. Resistance to genetecin using 250 pg/mL for the first
48 hours and then 500 pg/mL, achieved selection of stable transfectants. Cultures were followed

by optical microscopy. Twelve days later, live parasites were observed only in the cultures

7
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corresponding to transfectants pTEX and pTEX-TcRBP19. The over expression of the TcRBP19
protein introduces neither evident morphological changes at optical microscopy observation nor
alterations on the growth curve when compared with the control pTEX T. cruzi transfectants (data
not shown). Transfectants were checked by PCR with vector primers. Interestingly, Western blots
of total proteins from the transfectants using the purified anti-TcRBP19 antibody showed a clear
over expression of a product of 17 kDa meanwhile no evident increase in the content of the 45 kDa
signal was observed (Fig. 4B). We then hypothesized that TcRBP19 could be a very low
expression protein and decided to use ['*1] protein A in the Western blot to amplify the signal. A
faint signal migrating at 17 kDa was observed in the intracellular stage (Fig. 4C). In order to
normalize the protein level loaded into the well the constitutive expression of phospho-enol-
pyruvate carboxykinase (PEPCK) was checked (Fig. 4D). This approach allowed as to conclude
that the expression of TCRBP19 is only barely and mainly restricted to the amastigote form. It is of
note that Northern blots using epimastigote total RNA were not able to detect the presence of the
tcrbp19 mRNA. Moreover, we were unable to amplify the 3’UTR of the gene by RT-PCR from
epimastigote polyA mRNA. Accordingly, the sequence of tcrbp 19 is not present in the EST
database of the T. cruzi genome project. These findings suggest a strict control of tcrbp 19

transcript abundance.

Due to the low level of TcRBP19 expression in wild type 7. cruzi, subcellular localization was
studied using the over expressing parasites. Confocal immunofluorescence analysis of in vitro
differentiated amastigotes showed a diffuse cytoplasmic localization. No signal was evident in the

nuclei (Fig. 5).

In conclusion, TcRBP19 is a cytoplasmic low expression 7. cruzi protein only barely detected in
the amastigote stage. It is coded by a single copy gene located in a high molecular weight
chromosome. TcRBP19 is an RNA binding protein that presents discriminating ability among the

different homoribonucleotides. It contains an RRM motif with a peculiar RNP2 composition
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highly conserved among the orthologous products but showing only a limited resemblance with the
consensus motif. No insight into the function of TCRBP19 could be achieved by a sequence
homology search. However, the above mentioned characteristics suggest the involvement of
TcRBP 19 in specific or early regulatory steps in 7. cruzi. The RRM represents a common motif
present in a variety of eukaryotic proteins that bind different RNA targets such as hnRNA, snRNA,
polyA and polyPy among others (Burd and Dreyfuss, 1994). The roles of the majority of the RRM
proteins in kinetoplastids are still not determined. Indeed, by homology, a function could be
assigned with confidence to less than 25% of the 75 RRM proteins in 7. brucei (De Gaudenzi, et
al., 2005). In this context the data here provided constitute a first step to the characterization of one

such protein. Work is in progress to achieve the functional role of TcRBP19.
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Legend to Figures
Fig 1. Analysis of tcrbp19. (A) Comparison between the TCRBP19 RRM domain and the
consensus RRM sequence. The identities and similarities are boxed in black and gray respectively,
gaps were introduced for best alignment. (B) Schematic representation of the protein domains in

TcRBP19. The position of the RRM with RNP-1 and -2 motifs are indicated.

Fig 2. terbp19 is a single copy gene located in a high molecular weight chromosome. (A) Genomic
analysis by Southern blot. 10 pg of genomic 7. cruzi DNA prepared by phenol extraction and
ethanol precipitation were digested with the restriction enzymes: lane 1: BamHTI; lane 2: EcoR I;
lane 3: Nco I; lane 4: Pst I, and submitted to a 0.7 % agarose gel electrophoresis. The transferred
membrane was hybridized in high stringency conditions with a probe corresponding to p2A insert
obtained by PCR in the presence of [O(—32P] -dCTP. MW markers (1kb ladder PROMEGA) are
indicated to the right. (B) Chromosomal localization. Total chromosomal DNA was prepared as
reported (Garvey, 1986) and separated by pulse field electrophoresis in a LKB 2015 Pusaphor
System apparatus (Pharmacia LKB) as previously described (Dallagiovanna, et al., 2001). The
resulting gel was transferred and subjected to hybridization as indicated above: lane 1: T cruzi
epimastigote forms (2 x 10 parasites); lane 2: MW markers Yeast Chromosome PFG Marker
(New England Biolabs); lane 3: autoradiography of lane 2 transferred membrane hybridized in

high stringency conditions using the same probe as in A.

Fig. 3. TcRBP19 protein preferentially binds polyC in vitro. Binding reactions and electrophoretic
mobility shift assays were performed as previously described (Duhagon, et al., 2003). Soluble
protein extracts were prepared following established protocols (D'Orso and Frasch, 2001).
Afterwards, the extracts were cleared from nucleic acids by treatment with 10 mg/mL DNasel for
30 min. at 4°C (Pitula, et al., 2002). Oligoribonucleotides (15 nt long) were from IDT Co. Probes
were end-labeled with T4 polynucleotide kinase (Roche) and [y-**P]-ATP (GE Healthcare)

following standard procedures (Ausubel, 1987). (A) PolyC homoribonucleotide was radiolabeled
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with [y-"P]-ATP and used as a probe for EMSA (0.5 ng approx. 10,000 cpm per lane). Lanes 1
and 2: free probe and binding reaction with 600 ng of the recombinant GST-TcRBP19 protein
respectively; lanes 3 and 4: the polyC ribonucleotide was added as an unlabeled competitor in 10-
or 100-fold molar excess, respectively and incubated atroom temperature for 10 minutes prior to
the addition of the labeled probe; lane 5: free probe; lane 6: 1 ug of recombinant GST protein;
lanes 7 to 10: 800 ng of the recombinant GST-TcRBP 19 protein; lanes 8 to 10: binding reactions
were performed in the presence of 1 pg polydIdC, 10 mM spermidine and 1 g BSA respectively.
(B) Polyhomoribonucleotides were radiolabeled with [y-32P]-ATP and used as a probe for EMSA
(0.5 ng approx. 10,000 cpm per lane). Lanes 1 to 3: polyC free probe and binding reactions with 2
and 20 ng of the recombinant TcRBP 19 protein, respectively; lanes 4 to 7: polyA free probe and
binding reactions with 2, 20 and 50 ng of TcRBP19; lanes 8 to 10: polyG free probe and binding
reactions with 2 and 20 ng of TcRBP19; lanes 11 to 14: polyU free probe and binding reactions
with 2, 20 and 50 ng of TcRBP19. The gels were pre-run at 200 volts at 4°C and then
electrophoresed with the samples for 3 to 4 hours at 250 volts at 4 °C. Next, they were dried and

used to expose X-ray films at -80 °C.

Fig. 4. TcRBP19 protein is a low level differentially expressed protein. Protein extracts were
separated by electrophoresis in 15% SDS-polyacrylamide gels and electro-transferred onto
Hybond-C membranes (GE Healthcare) following standard procedures. Blots were blocked by
incubation in 5 % skim milk powder in PBS and where then incubated with the purified polyclonal
anti-TcRBP19 antibody in PBS-Tween buffer for 1 hour atroom temperature. Bound antibodies
were detected using peroxidase conjugated AffiniPure goat anti-rabbit IgG (H+L) (Jackson
ImmunoResearch) diluted 1/7,500, with the color reaction developed using 5 mg of DAB (Sigma)
in 10 mL 0.05 M Tris pH 7.6 added with 10 pL 30% H>O,. Alternatively, after extensive washings
in PBS-Tween-5 % skim milk, the filter was incubated with ['*’I] labeled protein-A (approx 5.10°
cpm/mL) (GE Healthcare), extensively washed and exposed to X-ray film (Hyperfilm, GE

Healthcare, UK). (A) Life cycle of wild type parasites. Total protein extracts corresponding to
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5x1 Oéparasites per lane. Lane 1: 200ng of purified TcRBP19 protein; lane 2: epimastigotes 3 days;
lane 3: epimastigotes 5 days; lane 4: 24 hours of TAU3AAG nutritional stressed epimatigotes; lane
5: metacyclic trypomastigotes; lane 6: amastigotes Molecular weight marker are indicated. (B)
TcRBP 19 over expressing epimastigotes. Total protein extracts corresponding to 107 parasites per
lane. Lane 1: epimastigotes wt; lane 2: epimastigotes transfected with pTEX; lane 3: epimastigotes
transfected with pTEX-TcRBP19; lane 4: epimastigotes transfected in replica with pTEX-
TcRBP19. Molecular weight marker are indicated. (C) Western blot using ['*°[] labeled protein-A.
Total protein extracts corresponding to 10 parasites per lane. Lane 1: epimastigotes; lane 2:
metacyclic trypomastigotes; lane 3: axenic amastigotes; lane 4: trypomastigotes; lane 5: cellular
amastigotes; lane 6. epimastigotes transfected with pTEX-TcRBP19. (D) Western blot using the

same extracts of panel C using anti-PEPCK antibody as internal control.

Fig. 5. TcRBP19 is located in amastigote cytoplasm. Localization was performed as described
previously (Dallagiovanna, et al., 2005). Parasites were harvested from culture media, washed four
times with PBS and resuspended (5 x 10° cells/mL). Fixed cells (4% paraformaldehyde in PBS)
were blocked with PBS-Tween, BSA 1% for 30 min., incubated with anti-GST-TcRBP19 for one
hour and then with antirabbit Alexa-488 F(ab”) fragment of goat antirabbit IgG (H+L) (Molecular
probes). Counterstaining was done using propidium iodide. Images were obtained using a FV300
Olympus Confocal microscope using a 100x lens (oil, N.A. 1.35) with Argon (488nm) and HeNe
(546nm) laser excitation. (A) Single ([D.5um thick) confocal section showing that TcRBP19
(green) localizes in the small cytoplasmic ring of over expressing amastigotes. (B) Nuclei stained

with propidium iodide (red). (C) Image A and B were superimposed. Scale bar is Sum.
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394 Table 1. RNP-2 and RNP-1 alignments in TcRBP19 trypanosomatid orthologues.*
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