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Abstract

Cloning and characterization of CDC2 related protein kinases from the
parasite Trypanosoma cruzi.

Two CDC2-related protein kinase genes (crk), tzcrk3 and tzcrk1, were cloned from the parasite
Trypanosoma cruzi. Recombinant proteins were used to raise specific antisera. Antibodies anti-
TzCRKI1 recognized a protein of 33 kDa in the three forms of the parasite. This antiserum
showed that TzCRK1 is localized in the cytosol, kinetoplast and nucleus, and is constitutively
expressed though the cell cycle. Purified antiTzCRK1 IgGs, immunoprecipitated a kinase
activity which phosphorylated histone H1 and Rb. The recombinant GST-TzCRK1 had high in
vitro kinase activity in the absense of regulatory proteins. CDC2 and CDK2 specific inhibitors
could not abolish the TzCRK1 kinase activity. Transfection of COS-7 cells with tzcrkl
demonstrated for the first time that a CRK protein can bind mammalian cyclins; TzCRK1 co-
immunoprecipitated with cyclins E, D3 and A suggesting a role for this kinase in cell cycle
control. The TzCRK3 antisera recognized a 40 kDa protein in membrane and nuclear fractions
and a 54 kDa protein in the citosolic fraction. The pl13SUCI1 protein coprecipitated a kinase
activity from the citosol of the epimatigote stage. Yeast complementation assays showed that
these 7. cruzi CRKs, could not rescue the yeast CDC28 function.

The two hybrid system was used to identify and clone proteins that associate to TzZCRK1. Three
clones were identified, which code for proteins with identity to cyclins from the PREG and
PHOB80 family. In other organisms, these cyclin like proteins are involved in the control of
phosphate metabolism. In S. cerevisiae, PHO80 binds to the CDK protein PHO85, which
controls the transcription of the acid phosphatase gene and participates in the regulation of the
cell cycle. These results suggest that TZCRK1 could be involved in cell cycle progression and/or
in other processes such as phosphate metabolism.
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ABREVIATURAS.

B-gal f galactosidasa.

ul Microlitro.

A Ampers.

aa Aminoacido.

ADN ‘Acido desoxiribonucleico.
ADNc ADN copia.

ADNk ADN kinetoplastico.
ARN Acido nbonucleico.
ARNg ARN guia.

ARNm ARN mensajero.

ATP Trifosfato de adenosina.
Cis Cisteina.

cyc Ciclina.

DMEM Medio de Eagle modificado de Dulbecco.
dNTPs 2’-deoxinucleodsido 5’-trifosfatos
GST Glutation S-transferasa.
HA Hemaglutinina.

His Histidina.

Ig Inmunoglobulina.

kDa KiloDaltons.

kpb Kilo pares de bases.

L Litro

M Molar.

ME Miniexon.

ml Mililitro.

NC No codificante.

nm Nanometros.

nt Nucleétido.

ORF Marco abierto de lectura.

PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida.



PCR
PEG
PM

RT
SDS
Ser
SL

Ta

Tir
TLCK
Tre
Tris

X-gal

Pares de bases.

Reaccion en cadena de la polimerasa.
Polietilenglicol.

Peso molecular.

Revoluciones por minuto.
Transcriptasa reversa.

Dodecil sulfato de sodio.

Serina.

Secuencia lider.

Temperatura ambiente.

Tirosina.

Tosillisilclorometilcetona.

Treonina.

2-amino-2-hidroximetil 1,3 propanodiol.
Ultravioleta.

Volts.

Watts.

Western blot.

5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactosido.
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OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL.

Estudio de proteinas involucradas en el proceso de division celular en el parasito Trypanosoma
cruzi.

OBJETIVO PRIMARIO.

Caracterizacion de proteinas relacionadas con la CDC2 (CRKs) en el parasito 7rypanosoma
cruzi.
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INTRODUCCION.

En este trabajo se toma al parasito 7rypanosoma cruzi como modelo para estudiar los
mecanismos que regulan el ciclo de division celular en Tripanosomatidos. Estos son parasitos
protozoos que incluyen especies que causan enfermedades con consecuencias socioecondmicas
importantes, como el Mal de Chagas, la Leishmaniasis y la enfermedad del suefio.

EL PROTOZOO Trypanosoma crug.
Ubicaci6n sistematica.
A continuacion se detalla la ubicacion sistematica de Trypamosoma cruzi y la de los

tripanosomatidos Leishamania mexicana, Leishmania major, Crithidia fasciculata, Trypanosoma
brucei y Trypanosoma congolense.

Tipo: Protozoa

Subtipo: Sarcomastigophora
Clase: Zoomastigophora
Subclase: Mastigophora
Orden: Kinetoplastida
Suborden: Trypanosomatina
Familia: Trypanosomatidae
Género:

o Leishmania
Leishmania (subgénero)

Leishmania major
Leishmania mexicana
o Crithidia
Crithidia fasciculata
e Trypanosoma
Schizotrypanum (subgénero)
Trypanosoma cruzi
Trypanosoon (subgénero)
Trypanosoma brucei
Nannosonas (subgénero)

Trypanosoma congolense

Los kinetoplastidos (orden Kinetoplastida) son organismos flagelados que se caracterizan por
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poseer una unica mitocondria, llamada kinetoplato, situada cerca de la base del flagelo, que
contiecne ADN. La mayoria de los kinetoplastidos flagelados se encuentran parasitando
invertebrados o vertebrados.

T. cruzi pertenece al género Trypanosoma, donde estan comprendidos parasitos digenéticos que
tienen en uno de sus estadios de desarrollo la forma tripomastigote. Este género se divide en dos
secciones: Salivaria y Stercoraria (Hoare, C.A., 1972). En la primera estan comprendidos
tripanosomas patogenos que se multiplican en el estadio tripomastigote en el mamifero,
completan su desarrollo en las glandulas salivales del vector y son transmitidos por inoculacion,
ej. T. brucei y T. congolense. En la segunda se agrupan especies no patégenas con excepcion de
Trypanosoma cruzi que se multiplican en el mamifero en forma de amastigote o epimastigote,
completan su desarrollo en la parte posterior del vector, y son transmitidos a los huéspedes
mamiferos a través de las heces del insecto. En esta clasificacion existen excepciones: el
Trypanosoma equiperdum perteneciente a la seccion Salivaria, que se transmite directamente de
mamifero a mamifero; y el Trypanosoma rangeli, perteneciente a la seccion Stercoraria, que
completa su desarrollo en la parte anterior del vector y es transmitido por inoculacion. En cuanto
al subgénero Schizotrypanum, comprende a los tripanosomas que se multiplican en los
vertebrados por medio de fases intracelulres.

Ciclo de vida del Trypanosoma cruz.

Trypanosoma cruzi presenta un ciclo de vida complejo, que involucra tres formas de desarrollo
principales: la forma amastigote no flagelada y las formas epimastigote y tripomastigote
flageladas (Figura 1). Las mismas difieren en el hospedador y en sus caracteristicas replicativas y
de localizacion. El ciclo biolégico del parasito involucra el desarrollo dentro de dos huéspedes:
un huésped definitivo mamifero y un insecto vector intermediario. Este insecto vector es un
triatomino, conocido en nuestro pais con el nombre de vinchuca. En el insecto vector
predominan la forma epimastigote replicativa, y la tripomastigote metaciclica que es la forma
infectiva incapaz de dividirse. El amastigote, que tiene capacidad replicativa, y el tripomastigote
sanguineo, que no la tiene, son formas del hospedador mamifero, siendo el amastigote la forma
intracelular.

Los epimastigotes proliferan en el insecto vector y eventualmente se diferencian en el recto a la
forma tripomastigote metaciclico. Cuando la vinchuca pica al mamifero, ingiere la sangre y
defeca. Las heces, conteniendo el parasito son depositadas cerca del sitio de la picadura. El
prurito y rascado posterior permiten la penetraciéon de los tripomastigotes metaciclicos,
contenidos en las heces, al torrente sanguineo del huésped mamifero. Los tripomastigotes
metaciclicos invaden células de varios tejidos (muisculo cardiaco e intestino) y se diferencian a
amastigotes. Luego de varios ciclos de division, determinados genéticamente, los amastigotes se
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diferencian a tripomastigotes sanguineos que son liberados al torrente sanguineo por ruptura de
la célula huésped. Estos pueden infectar nuevas células o ser ingeridos por el insecto vector
cuando éste se alimente con sangre del mamifero infectado. Dentro del insecto, los
tripomastigotes sanguineos provenientes del mamifero se diferencian a epimastigotes al llegar al
intestino medio del insecto vector, completandose el ciclo (Fig. 2).

flagelo
N\

\

bolsillo
flagelar

kinetoplasto

nucleo

Figura 1. Diagrama de las formas de Trypanosoma cruzi.
1, epimastigote; 2, tripomastigote; 3, amastigote (Cox, 1993)
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vertebrado

CICLO DE VIDA DEL 1rypanosoma cruzi

Figura 2. Ciclo de vida de 7rypanosoma cruzi.

Ver texto.




ENFERMEDAD DE CHAGAS.
Consideraciones Generales.

La Enfermedad de Chagas es una parasitosis, cuyo agente etiologico es el protozoario
Trypanosoma cruzi. Este parasita el tubo digestivo de mas de 80 especies de triatominos y en
nuestro pais es transmitido principalmente por un insecto que se alimenta de sangre, conocido
cientificamente con el nombre de Triatoma infestans, y en forma popular con el nombre de
vinchuca. Otras posibles vias de transmision de la enfermedad pueden ser la congénita, que se
produce por via transplacentaria, o a través de transfusiones sanguineas o transplantes, las cuales
constituyen las principales vias de infeccion en zonas no endémicas.

La infeccion con T. cruzi esta esencialmente limitada al continente americano. Se extiende desde
el sur de los Estados Unidos, particularmente en los estados de California y Texas, hasta el sur de
nuestro pais, considerandose como limite de su extension el paralelo 43° S, descontando algunas
areas del Caribe que estan excentas de ella (CTD, 1997). Su distribucion geografica coincide con
la de los insectos transmisores de habitos domiciliarios, concentrados sobre todo en éareas rurales.

El nimero de enfermos chagasicos informados hasta el afio 1996 fue de 16 a 18 millones, con
alrededor de 5-6 millones de enfermos cronicos. La poblacion de riesgo asciende a los 100
millones de personas. Se calcula que las perdidas econdmicas causadas por esta zoonosis
ascienden a mas de $ 6500 millones.

La Enfermedad de Chagas es considerada una enfermedad socioeconémica pura debido a la
prevalencia de la misma en sectores de pobreza y subdesarrollo. La proliferacion de los insectos
transmisores esta vinculada con la existencia de viviendas precarias donde los mismos pueden
guarecerse, alimentarse y multiplicarse. Esta enfermedad también esta relacionada con
alteraciones ecologicas producidas por los desmontes masivos que llevan a una ubicua
adaptacion de los insectos hospedadores en domicilios y areas peridomiciliarias.

Informes provenientes de la TDR-WHO (7ropical Disease Research) indican que, desde 1991,
cuando los gobiernos de los paises del cono sur decidieron tomar medidas para eliminar la
transmision del Chagas, la prevalencia de la infeccion se redujo mas del 75 % en Argentina,
Brasil, Chile y Uruguay. Se calcula también que para el afio 2003 la incidencia en toda
Latinoamérica se reducira mas de un 70%.

Historia

Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas, médico brasilefio, fue comisionado por el Ministerio de
Salud Publica de Brasil para estudiar la presencia de focos de patudismo en el nordeste de Brasil,
mas especificamente en la poblacion de Lassance perteneciente al estado de Minas Gerais.

Cuando estudiaba esa poblacion en 1909 (Chagas, C., 1909) hallé6 enfermos que en la sangre



presentaban un parasito, Trypanosoma, al cual denomino cruzi en honor al investigador y
epidemiologo brasilefio Oswaldo Cruz. Estas personas presentaban diversas alteraciones clinicas,
fundamentalmente cardiacas y en el aparato digestivo y ademas, sufrian agrandamiento de la
glandula tiroidea, bocio.

Entre sus investigaciones, logré infectar y reproducir en monos la enfermedad que él observaba
en humanos mediante la inoculacion de tripanosomas que habia hallado en la sangre de los
pacientes.

En 1912, Carlos Chagas viaj6 a Buenos Aires y presento, en los ambientes cientificos portefios,
la enfermedad por él descubierta y los resultado de los estudios efectuados en Brasil. Su visita le
significo criticas cientificas y una desilusion personal, pues le fue demostrado el error de haber
incluido como manifestacion especifica de la nueva tripanosomiasis recién descripta, a enfermos
con alteraciones en la glandula tiroidea. Ocurria que esta patologia correspondia a otras entidades
y estados pluricarenciales de la region en la que Chagas efectué el descubrimiento. Se suponia,
entonces, que la tripanosomiasis era un hallazgo casual y que no representaba necesariamente
una enfermedad.

Salvador Mazza, médico argentino con formacion en bacteriologia y patologia, a la inversa de
muchos, no habia sido indiferente a los estudios de Chagas y a su transitorio fracaso en Buenos
Aires. Quizas todos los datos aislados, aunque contradictorios, que habia escuchado sobre la
nueva enfermedad y sus propias investigaciones en animales, lo llevaron a sugerir la creacion de
un instituto en nuestro pais que se dedicara a estudiar las enfermedades propias de la regiéon. En
1926, Mazza organiz6 la primera sociedad cientifica de Jujuy. En los meses y afios siguientes se
fueron creando sucesivas filiales de esa primitiva sociedad en diversas provincias.

En 1928 se crea oficialmente la “Mision de Estudios de la Patologia Regional Argentina”
(MEPRA) la cual no solo ratifico la Enfermedad de Chagas cuando ésta era negada
internacionalmente y en especial en el orden nacional, sino que logro grandes adelantos en el
estudio de los sintomas y lesiones causados por la enfermedad.

Fases de la Enfermedad.

La enfermedad se vincula a un cuadro agudo, practicamente inmediato a la infeccion inicial, y a
otro cronico, temporalmente alejado y de mayor importancia. El primero puede no advertirse en
la gran mayoria de casos. En general evoluciona hacia la curacion completa, lo que depende
entre otras cosas del estado fisico previo del individuo afectado. La inflamacion localizada en la
puerta de entrada del parasito se llama chagoma. Si el sitio de inoculacion de los parasitos fue
alrededor del ojo, se forma una congestion local, conocida como signo de Romaiia. Los sintomas
generales de la etapa aguda son fiebre, agrandamiento del higado y bazo, edema generalizado y
adenomegalia. En el 30% de los casos se presentan anormalidades electrocardiograficas o



radiologicas debidas a miocarditis aguda de diferentes grados. La mortalidad por miocarditis
aguda ocurre en el 2-3% de los casos. Una complicacion grave en esta etapa es la
meningoencefalitis, la cual aparece en nifios menores de dos afios, siendo la mortalidad del 50%.
Durante esta etapa, los parasitos invaden varios tejidos y sistemas de Organos. La etapa aguda
puede resultar fatal en nifios, pero cominmente el paciente sobrevive y entra en un periodo
indeterminado hasta la aparicion de la etapa cronica.

Desde esa fase aguda se pasa, en forma lenta y gradual, a la fase cronica. Entre estas dos fases,
existe una tercera etapa que se caracteriza por la ausencia de sintomas y el enfermo tiene plena
capacidad para realizar actividades fisicas y sus electrocardiogramas y radiografias toracicas son
normales. No obstante, las pruebas serologicas siguen siendo positivas. Durante esta etapa, la
mayoria de los pacientes no tienen conciencia de que estan infectados con 7. cruzi, constituyendo
un importante reservorio de la enfermedad y contribuyen a mantener el ciclo vital del parasito.

Alrededor del 30% de los pacientes entran en la etapa cronica y sufriran un dafio cardiaco,
digestivo o neuroldgico 20 o 30 afios después de haber contraido la enfermedad. En la Argentina,
la manifestacion clinica mas frecuente es la cardiopatia, la cual es la causa primaria de muerte de
la enfermedad de Chagas. En el caso de dafios digestivos, los segmentos mas cominmente
dafiados son el esofago y el colon, llevando a la formacion de megaesé6fago y megacolon.

Las bases celulares y bioquimicas que determinan estos dafios son el resultado de varios factores
tales como efectos citotoxicos directos del parasito o la respuesta inmune hacia él, en la cual
pueden incluirse tanto lesiones por inflamaciones como el desencadenamiento de respuestas
autoinmunes.

Diagnéstico.

Existen distintos métodos de diagnostico de la enfermedad de Chagas. Hay métodos
parasitologicos, los cuales pueden ser por la observacion directa del parasito en sangre, o de una
manera indirecta, por xenodiagnostico. En la etapa aguda se diagnostica la enfermedad por
observacion directa del parasito en sangre, en cambio en la etapa cronica los parasitos no estan
en sangre, localizandose en los tejidos, por lo cual se utilizan métodos inmunolégicos y PCR.
Entre las pruebas serologicas mas utilizadas, se emplea la prueba de hemaglutinacion indirecta
(HAI), inmunofluorescencia indirecta (IFI) y el inmunoensayo enzimatico (ELISA) (OMS, 1991)

Tratamientos.

En los tratamientos se tiene en cuenta las etapas en las cuales se encuentra la enfermedad. El
tratamiento tripanosomicida es el indicado para pacientes que estan en la etapa aguda. Se ha
observado que las distintas cepas de 7. cruzi tienen distintas susceptibilidades a los farmacos
utilizados. El nifurtimox y el benznidazole son efectivos en prevenir el esparcimiento de los
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parasitos de tejido en tejido. Sin embargo, son frecuentes las recaidas luego del tratamiento,
sugiriendo que los amastigotes de los tejidos no se ven afectados por estas drogas (Behnke, J. M.
1990). Pacientes en la etapa cronica, con lesiones organicas, no se benefician con el tratamiento
tripanosomicida y inicamente se realizan tratamientos sintomaticos (CTD, 1998).

Tanto para la enfermedad de Chagas como para la Leishmaniasis y Tripanosomiasis Africana,
actualmente no hay desarrollo de nuevas drogas. La politica a seguir para reducir costos en
investigacion y desarrollo, es analizar el efecto que tienen sobre estas enfermedades drogas
utilizadas para tratar otras enfermedades causadas por distintos organismos o drogas usadas para
el tratamiento del cancer.

Control de vectores.

Para poder controlar la enfermedad de Chagas se estan implementando estrategias que apuntan a
interrumpir el ciclo doméstico de la transmision de 7. cruzi atacando al vector. Seria imposible
intentar erradicar el parasito ya que tiene un gran nimero de hospedadores. Para evitar que el
vector entre en contacto con los humanos, se estan empleando técnicas que incluyen latas
fumigadoras y pinturas que tienen una serie de compuestos insecticidas de liberacion lenta.
También se rocian las areas peridomiciliarias con piretroides (OMS, 1991). Estos métodos,
combinados con la educacién y vigilancia domiciliaria, han llevado a disminuir notablemente la
prevalencia de la infeccion.

Enfermedades causadas por otros tripanosomitidos.
Tripanosomiasis Africana.

La Tripanosomiasis Africana, conocida como enfermedad del sueiio, afecta a 36 paises de Africa
y es uno de los mayores problemas de ese continente afectando su desarrollo social y econémico.
Se estima que anualmente existen 300000 casos nuevos. En humanos, la tripanosomiasis africana
es causada por las subespecies Trypamnosoma brucei gambiense y Trypanosoma brucei
rhodesiense, los cuales son transmitidos por la mosca tsetse (Glossina sp.). El desarrollo y
progresion de esta enfermedad varia segun la especie y una vez desarrollada, puede ser fatal si no
se recibe el tratamiento adecuado, el cual no es del todo efectivo. Existen otras especies de
trypanosoma que causan enfermedades similares en animales, Trypanosoma congolense y
Trypanosoma vivax causan enfermedades en el ganado, mientras que Irypamosoma brucei
brucei, afecta caballos y camellos asi como también ganado. Se estima que la pérdidas
economicas asciende a mas de u$s 5000 millones por afio.
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Leishmaniasis.

Existen mas de 20 especies diferentes del género Leishmania que causan patologias en humanos.
Todas son transmitidas por flebotomos, de la especie Lutzomyia en América y de la especie
Phlebotomus en Europa, Asia y Africa. Hay tres tipos de Leishmaniasis, divididas segun el tipo
de enfermedad: cutanea, visceral y mucocutanea. La leishmaniasis cutdnea es la mas abundante,
se estiman mas de 1.5 millones de casos nuevos por afio. Es transmitido por mas de 12 especies
distintas de Leishmania, entre las que se encuentran, L. mexicana, L. braziliensis y L. pifanoi en
América y L. major y L. tropica en Europa, Asia y Africa. Este tipo de enfermedad consiste en
ulceras en la piel y por lo general el propio sistema inmune cura la enfermedad. La leishmaniasis
mucocutanea o espundia aparece luego de la cutanea, causa destruccion de las mucosas nasales y
faringeas. En regiones endémicas de Latinoamérica es transmitido por L. braziliensis. La
leishmaniasis visceral es la mas grave y, si no es tratada, causa la muerte. Es causada por L.
donovani y L. chagasi. En la India, esta enfermedad es conocida como kala azar y se estima que
la mortalidad es de 50 000- 200 000 personas por afio (TDR, 1997)

Caracteristicas de los Tripanosomadtidos.

Organizacidn genomica.

Los tripanosomatidos tienen 2 genomas, uno en el nicleo y otro en el kinetoplasto (ver
kinetoplasto), el cual constituye entre el 10 y el 30% del total del ADN. El genoma nuclear es de
baja complejidad (5-24 x 10’ pb), contiendo secuencias alta y medianamente repetidas y
secuencias unicas. En general son diploides, aunque existen excepciones como muchos de los
genes VSG (VSG=variable surface genes) de T brucei que muestran sélo un alelo por
cromosoma diploide y estan localizados en cromosomas pequefios que se piensa son

aneuploides. Por otro lado, estudios cromosémicos mostraron que en general el tamafio de los
cromosomas homologos puede ser diferente dentro de un mismo genoma y entre especies.

El anilisis del contenido de ADN en distintos estadios de una misma especie mostré que, por
ejemplo, la forma epimastigote de 7. cruzi tiene entre 2 y 12 % mas de ADN que las otras
formas. Por otro lado, el contenido de ADN puede variar hasta un 70% entre cepas distintas de
una misma especie (Swindle, J. y Tait, A. 1996)

Organizacion génica.

Los genes de tripanosomatidos no tienen intrones. En general las regiones intergénicas son
cortas, pudiendo variar desde uno a cientos pares de bases. La organizacion de los genes se
puede dividir en 5 clases. En la primer clase, se ubican los genes que tienen entre 1 a 3 copias en
un 1 solo locus; en general en esta categoria se encuentran genes que codifican para enzimas
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esenciales para el metabolismo normal, ej. aldolasa de T. cruzi. Para el mismo gen, este tipo de
organizacion esta bastante conservada entre los distintos tripanosomatidos. En la segunda clase
estan aquellos genes con 1 a 4 copias en los 2 loci, como por ejemplo la polimerasa de ARN II
de T. brucei. En las clases 3 y 4 se ubican aquellos genes multicopia que estan en un solo locus o
en 2 o mas loci, respectivamente. Un ejemplo de un gengdorganizado tipo clase 4 es el gen de la
secuencia lider o miniexo6n (ver trans-splicing). Para genes multicopia de las clases 3 y 4, se ha
observado que la organizacion puede no estar conservada entre distintos géneros o especies. En
la clase 5 estan aquellos genes que conforman familias que se ubican en varios loci, como genes
VSG.

Por otro lado, se han descripto secuencias transponibles dispersas en el genoma. También se ha
observado que algunas secuencias transponibles ubicadas en loci especificos, estan conservados
entres distintas especies sugiriendo que son una familia de elementos con posibles funciones
relacionadas.

En estos organismos también se ha observado amplificacion espontanea del ADN o
amplificacion en respuesta a drogas de seleccion o estrés nutricional (Swindle, J. y Tait, A. 1996)

Expresion génica.

La expresion de genes en tripanosomatidos tiene caracteristicas particulares que hacen que
ciertos procesos difieran de los conocidos en otros eucariotas.

El proceso de iniciacion de la transcripcion no esta del todo comprendido, principalmente porque
se han identificado muy pocos promotores. Hasta la fecha no se han encontrado secuencias
promotoras clasicas. Algunos promotores descriptos presentan caracteristicas para polimerasas
de ARN de tipo I y II, haciendo muy dificil su clasificacion; este es el caso del promotor de las
VSG y PARP (proteinas repetitivas acidicas prociclicas) de 7. brucei (Vanhamme, L. y Pays, E.,
1995). También se describieron secuencias promotoras para los genes ribosomales y la secuencia
lider o miniexon. Una importante caracteristica de la transcripcion en estos organismos es que
para la mayoria de los genes, la transcripcion es policistronica. Este tipo de organizacion, donde
se tiene una gran unidad transcripcional y donde varios genes se transcriben a la vez, sugiere que
se necesitarian pocos promotores para iniciar la transcripcion y esta seria la razén por la cual no
se han podido encontrar. Por otro lado, es posible que la transcripcion se inicie al azar desde
cualquier punto dentro de la region intergénica, la cual tiene la caracteristica de ser rica en
nucledtidos Ay T.

Los transcriptos policistronicos son procesados para obtener mensajeros maduros individuales.
En el extremo 5’ se agrega una secuencia denominada secuencia lider o miniexén, por un
proceso denominado trans-splicing, y el extremo 3’ se poliadenila. Como consecuencia, todos los
ARNmMm llevan una secuencia comun en el extremo 5’.
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El mecanismo de trans-splicing.

El trans-splicing es una reaccion intermolecular por la cual exones de dos moléculas de ARN son
unidas para formar un ARN maduro (Fig. 3). En tripanosomatidos, una secuencia pequefia de
ARN se adiciona al extremo 5’ de una molécula de pre-ARN. Esta secuencia denominada
miniexén (ME) o secuencia lider (SL) tiene un tamafio de 39 nt y proviene de la region 5’ de un
transcripto de 140 nt, llamado med ARN (Laird, P. W. 1989). Este med ARN es procesado de
manera tal que su extremo 5°, que corresponde al ME, tiene la 7 metil guanosina y presenta
también modificaciones en los 4 primeros nucleotidos y en la posicion 6. El mecanismo de trans-
splicing, al igual que el cis-splicing es una reaccion que ocurre en dos etapas. En la primera, el
med ARN es clivado en su extremo 5’, liberando los 39 nt correspondientes al ME. El extremo
5” nuevo del med ARN, se une, formando una union 2°-5’ fosfodiester, a un nucleétido que esta
rio amriba del sitio 3” aceptor de splicing del pre-ARN, denominado punto de ramificacion
(branching point) (Fig. 3). En el segundo paso, los dos exones son ligados formando un
mensajero que en su extremo 5’ tiene la secuencia del ME. En este mecanismo son necesarios los
dinucleotidos consenso GU y AG en los sitios aceptores 5’ y 3°, respectivamente. En el trans-
splicing, el sitio 5’ aceptor esta en el med ARN vy el sitio 3’ en el pre-ARN. Al igual que para el
cis-splicing de intrones de mamiferos, rio arriba de los sitios aceptores 3’, es decir, rio arriba del
dinucledtido AG, es necesaria una secuencia rica en pirimidinas, la cual, en tripanosomatidos es
de secuencia muy variable. En el trans-splicing, la insercion del ME ocurre en el primer
dinucledtido AG luego de un tracto de polipirimidinas. El proceso de trans-splicing esta acoplado
con la poliadenilacion del transcripto rio arriba, pero existen evidencias que indican que primero
ocurre el trans-splicing y luego la poliadenilacion. No se conoce bien como es este tipo de
acople, pero en ambos procesos es necesaria la secuencia del tracto de polipirimidinas.

No se han encontrado secuencias consenso para la poliadenilacion, como la que existe para
eucariotas superiores, pero ésta ocurre siempre antes o después de una adenosina y requiere de
un sitio 3’ aceptor de splicing (Ully, E., y col. 1996).

La transcripcion policistronica de los genes de tripanosomatidos, en la cual se transcriben por
igual muchos genes, mostro que la regulacion de la expresion es postranscripcional. El nivel de
ARNm maduro presente esta regulado por la velocidad de adicion del ME y poliadenilacion, por
la tasa de degradacion de los pre-ARN y ARNm y por la tasa de exportacion al nucleo.
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Figura 3. Esquema de los mecanismos de trans-splicing y cis-splicing

Los exones se muestran como cajas. Los intrones se indican como lineas y tienen en el sitio 5’ aceptor de
splicing (5’SS) el dinucledtido GU y en el sitio 3’aceptor de splicing (3’SS), el dinucledtido AG. BP,
(branching point) punto de ramificacion. DebrEnz, enzima desramificante (Ullu, E. y col.1996).

El Kinetoplasto.

En tripanosomatidos, existe una unica mitocondria, que incluye la organella denominada
kinetoplasto. El ADN mitocondrial es el ADN del kinetoplasto por lo que se denomina ADNk.
La particularidad de este ADN, es que a diferencia del ADN mitocondrial de organismos sin
kinetoplasto, esta organizado formando una malla que contiene cientos de circulos de ADN
concatenados entre si. Estos circulos son de dos tipos: 1) minicirculos, cuyos tamaifios oscilan
entre 0.5 y 2.8 kilobases segun la especie y tienen entre 5000 y 10000 copias por kinetoplasto, no
necesariamente iguales; 2) maxicirculos, cuyos tamafios varian entre de 20 a 37 kilobases y
presentan entre 25 a 50 copias idénticas.

Los maxicirculos, al igual que el ADN mitocondrial de levaduras o mamiferos, codifican para
ARN ribosomal y un nimero pequefio de proteinas que, en su mayoria estan involucradas en el
proceso de obtencion de energia. EI ARN transcripto por esos genes sufre un complejo
procesamiento de edicion necesario para crear marcos abiertos de lectura.

Los minicirculos codifican para ARN guia, el cual es necesario para la correcta edicion de los
transcriptos provenientes de los maxicirculos (ver Editado del ARN)

El ADNk se replica durante la fase S del ciclo celular, a diferencia del ADN mitocondrial de




otros organismos que se replica durante todo el ciclo. Cada uno de los circulos se replica solo
una vez por division celular. Una caracteristica importante de la replicacion de los minicirculos
es que los mismos, para ser replicados, deben ser liberados de la malla y en un determinado
momento, solo algunos cientos estan libres de la red. En cambio, los maxicirculos se replican
unidos a la malla (Englund, P. y col. 1996).

Editado de ARN.

El editado de ARN es un proceso por el cual la secuencia de un ARN es cambiada, difiriendo asi
de la secuencia del gen a partir del cual se transcribi6. Estos cambios pueden ser deleciones,
adiciones o conversiones nucleotidicas. Este mecanismo puede crear un nuevo codon de
iniciacion, desplazar el marco de lectura o incluso puede crear nuevos marcos abiertos de lectura.
Este fenomeno fue observado por primera vez en ARN mensajeros del kinetoplato de
tripanosomas (Arts y Benne, R, y col. 1986). La edicion de mensajeros, ocurre en todos los
kinetoplastidos y se ha demostrado que también existe en algunos transcriptos de otros
protozoos, mamiferos, plantas y virus. En tripanosomatidos, la edicion consiste en la delecion o
insercion de uridinas en ARNm transcriptos a partir de ADNk. En cambio, en otros organismos,
también puede ocurrir en ARN ribosomal, y se ha observado la adicion de guanosinas,
adenosinas y citidinas ademas de uridinas. Los mecanismos de edicion varian de acuerdo a si
ocurre una insercion/delecion o una conversion nucleotidica.

Para la edicion de ARN de kinetoplastidos son necesarios ARN guias (ARNg). Estos son
pequeiios transcriptos de 45-60 nucleotidos, de secuencia complementaria a una porcion de los
ARN editados. En su region 3°, todos los ARNg tienen una cola de poliU de 5-15 nt, que se
adiciona post-transcripcionalmente. La presencia de esta cola de poliU llevo a proponer que los
ARNg podrian servir de dadores o aceptores de U durante la edicion. Los ARNg estan
codificados en los minicirculos del kinetoplasto. En algunos kinetoplastidos, los maxicirculos
también pueden codificar para algunos ARNg. La cantidad de ARNg y la cantidad de ARNm
editados varia segun la especie.

La maquinaria necesaria para la edicion se conoce con el nombre de “editosoma”. Es un
complejo de alto peso molecular formado por proteinas, riboproteinas, ARNg y ARNm a ser
editado (Hajduk, S. y Sabatini, R. 1996).

EL CICLO CELULAR.

La divisién celular es el proceso por el cual el material celular se divide entre dos células hijas
nuevas. En organismos unicelulares, aumenta asi el nimero de individuos en la poblacion. En
organismos multicelulares, es el medio por el cual el organismo crece a partir de una sola célula
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y también por el cual los tejidos lesionados se reparan. Al dividirse, las células pasan por una
secuencia regular de crecimiento y divisidn que se conoce como ciclo celular. El ciclo consta de
cuatro etapas principales: Gi, S, G2y M (G = gap, intervalo; S=sintesis; M=mitosis). El conjunto
de las fases Gy, S y G2 se conoce como interfase y normalmente abarca el 90 % o mas del tiempo
total del ciclo celular. Durante la etapa S, el ADN es duplicado, se sintetizan proteinas asociadas
con el ADN y comienza la duplicacion de los centriolos. La fase G, consecutiva a la mitosis y
previa a S, es un periodo de intensa actividad bioquimica, donde las células deben duplicar su
masa y todos los elementos que ésta contiene. En la fase G, consecutiva a la etapa S y previa a
la mitosis, las células ensamblan las estructuras especiales necesarias para la separacion de los
cromosomas y las dos células hijas durante la mitosis.

Los diferentes tipos de células muestran, al dividirse, variaciones en el patron general del ciclo
celular. Los organismos unicelulares y ciertas células de los centros de crecimiento de plantas y
animales, pasan por ciclos celulares sucesivos durante toda la vida del organismo. Existen otras
células muy especializadas que pierden la capacidad de replicarse una vez que maduran y otras,
tienen la capacidad de dividirse en circunstancias especiales. Los tiempos para completar el ciclo
varian desde pocas horas hasta varios dias. La principal diferencia entre las células que se
dividen rapidamente y las que se dividen con lentitud reside en el tiempo que pasan en la fase G;.
El tiempo para que una célula pase del inicio de la etapa S hasta el final de la mitosis es
notablemente constante, independiente de la velocidad de division.

En circunstancias en que las células dejan de crecer, como sucede cuando se agotan los
nutrientes o en la inhibicion por contacto, se detienen en la etapa G;. Una vez que las células
pasan la fase G, se ven obligadas a completar las etapas S, G, y M. Al final de la fase G, se ha
identificado un punto sin retomo, conocido como punto de restriccion (R) en vertebrados, e
inicio (Starf) en levaduras el cual una vez superado, las células completan el resto del ciclo.

Durante la mitosis los cromosomas son movilizados de modo que cada célula nueva recibe una
réplica completa de cada uno. Durante la fase S cada cromosoma se ha replicado formando
cromatidas hermanas unidas en un punto llamado centrémero. Cada par de centriolos conforma
un centro mitdtico, y antes de M se hallan situados uno junto al otro, cerca de la envoltura
nuclear. Por convencion, el proceso de la mitosis se ha dividido en 5 etapas, denominadas:
profase, prometafase, metafase, anafase y telofase. No todas estas etapas son visibles u ocurren
en todos los tipos celulares. En lineas generales, durante la profase, la cromatina, que se halla
difusa en la interfase, se condensa lentamente formando cromosomas bien definidos, los
nucledlos se decondensan y desaparecen progresivamente y los pares de centriolos se separan
formando el huso mitético que esta formado por microtibulos que se extienden de polo a polo.
La prometafase se inicia bruscamente con la desintegracion de la envoltura nuclear y el huso, que
hasta ahora estaba fuera del nicleo, penetra en el area nuclear. En los centromeros de cada
cromosoma se desarrollan unas estructuras especializadas, los cinetocoros. Estos se unen a un
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conjunto especial de microtubulos denominadas fibras cinetocoricas, que a su vez, entran en
contacto con las fibras del huso mitético. Durante la metafase, los cromosomas son arrastrados
hacia el plano ecuatorial de la célula y son ubicados con sus ejes longitudinales en angulo recto
con el eje del huso. La anafase comienza bruscamente cuando los cinetocoros apareados de cada
cromosoma se separan, permitiendo que cada cromatida sea arrastrada lentamente hacia los polos
opuestos del huso. Durante estos movimientos anafisicos, a medida que las cromatidas se
acercan a los polos, las fibras cinetocoricas se acortan, y las fibras del huso se alargan,
aumentando la distancia entre los polos. En la telofase, las fibras cinetocoricas de las cromatidas
que han llegado a cada uno de los polos, desaparecen, y las fibras del huso se alargan ain mas.
Las envolturas nucleares se forman alrededor de cada grupo de cromatidas hijas, el ADN se
decondensa y expande, y los nucledlos se vuelven a formar. Es en este punto donde la mitosis
llega a su fin. La division celular termina cuando las dos células nuevas separan sus citoplasmas
por medio de un proceso llamado citoquinesis. La citoquinesis se produce por segmentacion
comenzando en algun punto durante la telofase. Es de esta manera como, al final del ciclo
celular, se obtienen dos células hijas que ahora comenzaran otra ronda de ciclo celular.

EL CONTROL DEL CICLO CELULAR: CONSIDERACIONES GENERALES.

Durante el ciclo celular se necesita coordinar y regular, en espacio y tiempo, todos los procesos
ocurridos en Gy, S, G2y M. El estudio de diferentes sistemas ha revelado que el ciclo celular esta
controlado de maneras similares y se ha establecido una teoria general sobre su regulacion. En un
principio se pensaba que, de alguna manera, cada proceso dentro del ciclo celular era capaz de
controlar la iniciacion del siguiente. La identificacion de componentes claves para la regulacion
del ciclo celular, independientes de los necesarios para los procesos esenciales como, la
replicacion del ADN, condensacion y segregacion de cromosomas, etc., ha llevado a desechar
esta teoria y establecer la existencia de un sistema de control en el cual existen proteinas que
coordinan e inducen cada uno de los procesos de la division celular. Existen sistemas que
monitorean cada uno de los eventos e informan al sistema de control cuando ocurre alguna falla
para inhibir el inicio de los procesos siguientes. Estos sistemas de vigilancia se han denominado
puntos de control (checkpoints) ya que la célula verifica cada proceso para poder continuar con
el siguiente. A pesar de que se lo llama punto de control, este término no se refiere a un punto
dentro del ciclo celular sino a un sistema intracelular de transduccién de sefiales. Los puntos de
control son también sensibles a perturbaciones extrinsecas permitiendo asi responder a sefiales
ambientales. [Estos sistemas aseguran la dependencia de procesos bioquimicamente
independientes. Para poder identificar puntos de control, primero se debe establecer una
dependencia entre procesos y segundo, esta dependencia debe poder ser anulada por mutacion.
Utilizando este criterio se han podido identificar dos puntos de control a lo largo del ciclo
celular. Uno en el pasaje de G a S, donde la entrada en S esta regulada por dafios al ADN y otro



en el pasaje de G2 a M, donde la entrada en mitosis esta regulada por dafios al ADN, replicacion
del ADN y polimerizacion de microtubulos. A pesar de que sélo se han identificado dos puntos
de control, experimentos con mutantes termosensibles de S. cerevisiae definieron al menos seis
estados donde el ciclo celular se detiene, pero ain no se han encontrado mutantes que anulen la
dependencia de los procesos tardios sobre los procesos tempranos (Hartwell, L., 1995, Elledge,
S., 1996). Estos resultados indicarian la posible existencia de otros puntos de control a lo largo
del ciclo celular.

El sistema de control del ciclo celular esta basado en fosforilaciones y desfosforilaciones de
proteinas, que regulan actividades, asociaciones, localizaciones subcelulares, etc. En la mayoria
de las células eucariotas se han podido identificar quinasas de proteinas que serian las
responsables de la coordinacion de todos estos cambios de estado. Estas quinasas forman la
familia de las quinasas dependientes de ciclinas (CDKs = cyclin dependent kinases) que, como
su nombre indica, su actividad esta regulada por la asociacion con proteinas 1lamadas ciclinas,
las que conforman otra familia de proteinas.

Factores que controlan el ciclo celular: MPF y SPF.
Un poco de historia......

La primera evidencia de la existencia de factores que regulan el ciclo celular fue descripta en el
myxomycete Physarum polycephalum, en el cual la division nuclear esta naturalmente
sincronizada, haciéndolo un buen modelo para el estudio de los mecanismos que controlan la
entrada en M (Rush y col. 1966). Experimentos de fusién en distintas etapas del ciclo celular
demostraron la existencia de un regulador positivo del inicio de la mitosis, cuya actividad
fluctuaba durante el ciclo celular, llegando a un maximo antes de la entrada en M. También se
demostro que era necesaria la sintesis de proteinas y que este factor era traslocado del citoplasma
al nucleo justo antes del inicio de M. Por otro lado estudios de fusion con células humanas
demostraron también la existencia de un factor positivo de la mitosis (Johnson, R. T. y Rao, P.
N. 1970). Cuando células sincronizadas en G, S o G; eran fusionadas con células bloqueadas en
M, habia una induccion temprana de la condensacion de cromosomas en células interfasicas.
Estos experimentos demostraron la existencia de un factor que promueve la mitosis al cual
denominaron MPF (MPF= M-phase promoting factor). Estos mismos autores demostraron
también la existencia de un factor que regulaba la entrada en la fase S (Rao, P. N. y Johnson, R.
T. 1970). Utilizando el mismo abordaje de fusion celular mostraron que, al fusionar células
sincronizadas en G, y S, habia una rapida induccién de la sintesis de ADN en los nucleos en G,
indicando la existencia de un factor que promueve la fase S, SPF (SPF= S-phase promoting
Jactor).

Otros estudios realizados con ovocitos de sapo describieron la existencia de un factor que
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promovia la maduracion de los mismos, al cual denominaron también MPF (maturation
promoting factor) (Masui, Y. y Markert, C. L. 1971). El ciclo mei6tico de ovocitos inmaduros
esta detenido en el pasaje de G»/M de la meiosis I. La maduracion de los mismos consiste en la
induccion para completar la meiosis I, entrar en la meiosis Il y detenerse en metafase. El ciclo
puede finalizar cuando los ovocitos son fertilizados. El MPF fue descripto en experimentos
donde la inyeccion de extractos de ovocitos detenidos en metafase II (maduros), en ovocitos
inmaduros, indujo la maduracion de los mismos. Experimentos posteriores demostraron que
extractos mitdticos de blastomeros de embriones anfibios y de organismos como levaduras y
células humanas, eran capaces de inducir también la maduracion de ovocitos de sapo
(Wasserman, W. J. y Smith, L. D. 1978; Sunkara, P. S. y col. 1979; Nelkin, B. y col. 1980,
Kishimoto, T. y col. 1982). Estos resultados sugirieron que tanto el factor que promovia la
maduracion de ovocitos como el factor que promovia la fase M serian de la misma naturaleza.

Mientras se intentaba purificar el MPF, estudios genéticos en levaduras empezaron a identificar
mutaciones en genes involucrados en la regulacion del ciclo celular, genes cdc, (cdc = cell
division cycle). Experimentos en levaduras de fision de la cepa Schizosaccharomyces pombe
identificaron un gen al cual denominaron cdc2 cuyo producto era necesario en G, para la entrada
en S y en Gy, para el control de 1a mitosis (Nurse, P. y Bissett, Y. 1981). Este gen codificaba para
una proteina de 34 kDa. Por otro lado, se aislaron los genes homoélogos a cdc2 de la levadura
Saccharomyces cerevisiae (Beach, D. y col. 1981) y de células humanas (Lee, M. G. y Nurse,
P.1987), por rastreo de secuencias d¢ ADN que pudieran suprimir mutaciones termosensibles
para el gen cdc2 de S. pombe. El gen homologo a cdc2 de S. cerevisiae resultd ser un gen ya
identificado, denominado cdc28. Tanto estos resultados como los obtenidos con los ovocitos de
sapo sugerian que, en células eucariotas, los mecanismos reguladores de la entrada en mitosis
estaban conservados a lo largo de la evolucion.

Se determin6 que la proteina codificada por el gen cdc2 de S. pombe. era una quinasa activada
especificamente durante el ciclo celular (Simanis, V., y Nurse, P., 1986). En S. pombe también se
clonaron los genes pl3sucl y cdcl3, cuyas proteinas eran capaces de interactuar con CDC2 y
regular su actividad (Hayles, J., y col. 1986; Booher, R. y Beach, D. 1987).

En paralelo con estos resultados, se logré purificar el MPF de huevos de Xenopus laevis. El
mismo presentaba actividad de quinasa y estaba compuesto por dos proteinas de 32 y 45 kDa.
(Lohka, M. J. y col. 1988). El polipéptido mas pequefio era reconocido por anticuerpos contra
una region conservada de la proteina CDC2 de S. pombe, indicando que un componente de MPF
podria llegar a ser el homologo de CDC2 (Gautier, J. y col. 1988). Por otro lado se demostrd que
el producto del gen p13sucl de S. pombe podia unirse a la homologa de la CDC2 de Xenopus y
que la actividad de MPF podia ser separada al pasar una preparaciéon cruda de MPF por una
columna de p13SUC1-agarosa (Dunphy, W. G., y col. 1988).

En otra linea de investigacion, se identifico una actividad de quinasa, capaz de fosforilar in vitro



la histona H1, que aumentaba en la entrada en M. Esta quinasa fue purificada de ovocitos de
erizo de mar y uno de sus componentes resulto ser una proteina de 34 kDa que era reconocida
por anticuerpos anti CDC2, e interactuaba fuertemente con la proteina p13SUCI.

Todos estos resultados impactaron considerablemente en el estudio del ciclo celular y llevaron a
la conclusion que el pasaje de G2 2 M es un mecanismo altamente conservado a lo largo de la
evolucion. En cambio, estudios sobre la regulacion de la transicion G,/S mostraron diferencias
entre distintos organismos. Mientras que en levaduras el gen cdc2/cdc28 es el responsable del
control de la transicion Gy/S y Gy/M del ciclo celular, en vertebrados, el gen cdc2 esta
involucrado solamente en la entrada en mitosis. En estos organismos, proteinas con similitud a la
CDC2 controlan las distintas fases del ciclo celular. El pasaje de G;/S requiere de la integracion
de seiiales de crecimiento internas y externas que determinan la decision de una célula a
proliferar. Es muy probable que durante la evolucion, las vias de transduccion de sefiales de
diferentes tipos de células hayan divergido ya que deben responder a estimulos externos
distintos. Como consecuencia de esta divergencia, la maquinaria que regula el ciclo celular ha
desarrollado diferentes sistemas SPF. En cambio, la transicion de G»/M esta menos sujeta a la
regulacion de estimulos externos; células que han iniciado S estan programadas para finalizar la
division celular. Esta caracteristica podria explicar porque esta tan conservada la regulacion del
sistema de entrada en mitosis.

Ciclinas: proteinas regulatorias de la CDC2.

La actividad de la CDC2 esta regulada por asociacion con diferentes proteinas y por fosforilacion
y defosforilacion de aminoacidos especificos. Existe una familia de proteinas, denominadas
ciclinas, cuya asociacion con la CDC2 es necesaria para la actividad de la misma. Las ciclinas
fueron identificadas por primera vez en huevos fertilizados de erizo de mar y almeja, como
proteinas que eran sintetizadas constitutivamente durante la interfase y luego eran degradadas
rapidamente en mitosis (Evans, T., y col. 1982, 1983). La acumulacion de estas proteinas en cada
ciclo estaba sincronizada con la activacion e inactivacion de MPF, indicando una posible
comrelacion. Estas proteinas recibieron el nombre de cilcinas porque, precisamente, su
concentracion oscilaba en ciclos a lo largo del ciclo celular. El analisis de las secuencias de los
primeros genes de ciclinas llevo a la identificacion y conformacion de una familia de proteinas
que se denominaron ciclinas. La existencia de una region conservada, la caja de ciclina (cyclin
box), identific6 dos subfamilias, denominadas A y B. En vertebrados, el posterior clonado de
otros genes agregd mas subfamilias, ciclinas C - H, y demostré6 que no todas las ciclinas
muestran una sintesis y degradacion dependiente del ciclo celular. Actualmente, para que una
proteina sea considerada una ciclina, debe presentar en su secuencia homologia con el cyclin box
e interactuar con alguna CDK.
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Las evidencias que sugirieron que las ciclinas estaban involucradas en el control de la entrada en
M surgieron de la similitud encontrada entre el gen cdcl3 de S. pombe y ciclinas B.
Experimentos genéticos mostraron que CDC13 era capaz de interactuar con CDC2 y participar
en la transicion Go/M (Booher, R. y Beach, D. 1987). Por otro lado, se demostré que el complejo
CDC2-CDC13 presentaba actividad quinasa en mitosis y que la CDC13 se acumulaba en G, y
era degradada en la transicion metafase/anafase. Coincidente con la degradacion de CDC13,
habia un abrupta disminucion en la actividad de la CDC2 (Booher, R. y col 1989).
Posteriormente se demostré que el complejo MPF de Xenopus estaba formado por la CDC2 y
una ciclina de tipo B. Estos experimentos mostraron que la regulacion de la entrada en mitosis es
un mecanismo muy conservado entre distintos eucariotas.

REGULACION DEL CICLO CELULAR.

Gran parte del conocimiento sobre la regulacion del ciclo celular proviene de estudios realizados
en levaduras. Los dos tipos de levaduras utilizados como modelo son S. pombe y S. cerevisiae.
En ambos organismos se han clonado y caracterizado distintos genes involuerados en la
regulacion del ciclo celular y se han establecidos sistemas de control que en muchos casos se han
podido extrapolar a eucariotas superiores.

8. pombe vs S. cerevisiae.

Estos dos tipos de organismos son considerados, erroneamente, como especies muy cercanas
evolutivamente, pero estan tan distantes entre si como de los humanos. Existen diferencias
importantes entre ambas. S. pombe se divide por fision, mientras que S. cerevisiae lo hace por
gemacion. Otra diferencia importante es que durante la mitosis, en S. pombe, se puede
diferenciar claramente un estado de condensacion cromosomica, mientras que en S. cerevisiae la
condensacion es casi indetectable.

A pesar de existir diferencias entre ambos organismos, se ha demostrado que el control del ciclo
celular es un mecanismo muy conservado, haciendo posible la identificacion de genes
homoélogos por complementacion de funciones. Asi fue el caso del gen cdc2 de S. cerevisiae, el
cual fue clonado por su capacidad de complementar mutantes termosensibles de S. pombe para el
gen cdc2. El gen de S. cerevisiae correspondia a un gen ya identificado por su capacidad de
controlar Start, denominado cdc28. Experimentos posteriores demostraron que en ambos
organismos la proteina CDC2/CDC28 controla el pasaje de G,/S y la entrada en mitosis. Una
diferencia en la regulacion del ciclo celular entre estas levaduras, es que, en §. cerevisiae el
pasaje por Start es el principal punto de control, mientras que en S. pombe, es la entrada en
mitosis. Esta podria ser la razon por la cual se ha tomado principalmente a S. cerevisiae como
modelo para estudiar los mecanismos de regulacion de Start y a S. pombe para estudiar la entrada
en mitosis. Igualmente, en ambos organismos, mutantes termosensibles para estos genes frenan
el ciclo celular en G; 0 en G, dependiendo de la etapa en la que se encuentren al colocar las



levaduras a la temperatura restrictiva.

Estas quinasas, CDC2/CDC28, se expresan en forma constitutiva sin variar sus niveles a lo largo
del ciclo celular. Durante G; se unen con ciclinas de G; controlando el pasaje por el punto Start,
mientras que para la transicion G,/M, se asocian con ciclinas de G;. Esta capacidad de actuar en
etapas diferentes del ciclo celular, estaria dada por la disponibilidad de sustratos en las distintas
fases y/o por una diferente especificidad de sustrato adquirida por la unidon con las distintas
ciclinas.

La transicion G,/M: entrada en mitosis.

La transicion de G; a M ha sido muy bien caracterizada en S. pombe. La actividad de la CDC2
esta regulada por asociacion con distintas proteinas y por fosforilacion y desfosforilacion de la
propia CDC2 (Fig 4). Como se ha explicado anteriormente, el complejo MPF esta formado por
las proteinas CDC2 y CDC13. La CDC13 es una ciclina de tipo B cuya concentracion varia a lo
largo del ciclo celular. Su expresion es maxima en G; tardio y es degradada al final de la mitosis.
Por otro lado, existen evidencias que sugieren que la CDC13 esta involucrada en la localizacion
de la CDC2 en el nucleo (Booher, R.N. y col. 1989). En algunos experimentos se demostré que
la formacion del complejo MPF no es el que regula el tiempo de entrada en M, indicando que la
asociacion de la CDC2 con CDC13 no es suficiente para pasar a mitosis.
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Figura 4. Control de la activacién del complejo MPF en S. pombe.

Al final del periodo G; hay un aumento de la sintesis de ciclina CDC13 formandose el complejo inactivo
CDC2-CDC13. La CDC2 es fosforilada por las quinasas WEE1 o MIK1 en Tirl5 y por el complejo CAK
en Trel6]. Para activar este complejo es necesaria la desfosforilacion del aminoacido Tirl5 por la
fosfatasa CDC25. El complejo activo permite la entrada en M. Al final de la metafase, el APC (anaphase
promoting complex) ubiquitina el complejo CDC2-CDC13 llevando a su degradacion, la cual es necesaria
para el pasaje a anafase. Fosfatasas no identificadas desfosforilan la Trel61 de la CDC2.

Durante el periodo de G; a G2 la CDC2 es fosforilada en Tirl5 por las quinasas WEE1 y MIK1
(Lundgren, K. y col. 1991). Esta fosforilacion inhibe la actividad de la CDC2, haciendo
necesaria la defosforilacion de este aminoacido para el pasaje G»/M (Gould, K.L. y Nurse, P.
1989) (Fig 4). La CDC25 es la fosfatasa que desfosforila la Tirl5. Se ha demostrado que el
tiempo de entrada en M esta controlado por el estado de fosforilacion de TirlS5, regulado por el
balance entre las actividades de las quinasas WEE1 y MIK1 y la fosfatasa CDC25. La actividad
de estas proteinas, a su vez esta regulada por eventos de fosforilacion. Los niveles proteicos de la
fosfatasa CDC25 fluctiian a lo largo del ciclo celular, llegando a un maximo en la transicion de
G2/M (Moreno, S. y col. 1990). Existen evidencias que muestran que la fosfatasa CDC25 puede
ser fosforilada por la CDC2, participando de un proceso de realimentacion positivo (Izumi, T. y
Maller, J.L. 1993) (Fig 5). Otros experimentos han demostrado que la actividad de CDC25 es
inhibida por proteinas involucradas en el punto de control que determina la correcta replicacion
del ADN (Zeng, Y. y col. 1998), mostrando que la actividad de esta fosfatasa es necesaria para la
entrada en M. La actividad de la quinasa WEE1 también esta regulada por eventos de
fosforilacion. La quinasa NIM1 (NIM= never in mitosis) fosforila a WEE1 inhibiendo su
actividad y permitiendo la entrada en mitosis (Wu, L. y Russell, P. 1993). A su vez existen
fosfatasas que activan a WEE], inhibiendo asi el pasaje de G/M (Millar, J.B. y col. 1992) (Fig
5). En proteinas homoélogas a CDC2 de eucariotas superiores, aparte de la fosforilacion de Tirl5,
existe otro aminoacido, la Trel4, cuya fosforilacion también inhibe la actividad de la quinasa.

Aparte de la fosforilacion de Tirl5, existe otro aminoacido, Trel67 (Trel61 en eucariotas
superiores) que debe ser fosforilado para activar la CDC2 (Gould, K.L. y col. 1991). La
fosforilacion de este aminoacido estabiliza el sitio de unién a sustratos, denominado “rulo T”.
La quinasa que fosforila este sitio, CAK (CDC2 activating kinase), fue purificada de Xenopus y
correspondia a una proteina ya identificada, la quinasa de serina y treonina MO15 (Solomon,
M.J. y col. 1993). Esta quinasa pertenece a la familia de las CDKs, por lo cual se la redenominé
CDK17, y su actividad esta regulada por asociacion con la ciclina H (Mikel4, T.P. y col. 1994).
En S. pombe, el complejo CAK esta formado por la quinasa MOP1/CRK1 asociada a la ciclina
MCS2 (Buck, V. y col. 1995; Damagnez, V. y col. 1995) las cuales son similares a la CDK7 y
ciclina H de eucariotas superiores, respectivamente.
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Figura 5. Regulacion del estado de fosforilacion de la Tirl5 de la CDC2 por WEE1 y CDC25.

El area sombreada muestra la regulacion de la entrada en mitosis por fosforilacion y desfosforilacion de la
CDC2 por la quinasas WEEI y MIK1 y la fosfatasa CDC25. La activacion ocurre por desfosforilacion de
la Tirl5 de la CDC2 por la CDC25. En la parte de arriba se muestra la regulacion de la actividad de la
fosfatasa CDC2S5; una vez activada, se dispara un mecanismo de retroalimentacion positivo por el cual
esta quinasa fosforila a la CDC25, mactivandola. En la parte de abajo se muestra la regulaciéon de WEEL;
la quinasa NIM1 fosforila a WEEI antes de la entrada en M, inactivandola.

Regulacién de la salida de Mitosis.

Para la entrada en mitosis es necesaria la activacion de la quinasa CDC2. Esta actividad induce la
profase y metafase de la mitosis. Para poder salir de M el complejo MPF debe ser inactivado.
Durante la metafase se activa un sistema proteolitico, el cual degrada la ciclina B CDCI13 y
proteinas que inhiben el inicio de la anafase. Este sistema, denominado APC (anaphase
promoting complex) cataliza la ubiquitinacion de proteinas las cuales son marcadas para su
posterior protedlisis por el proteosoma (King, R. y col. 1996). En la region amino-terminal de las
ciclinas mitéticas existe una secuencia muy conservada de 9 aminoacidos, denominada la caja de
destruccion a caja D (destruction box /D-box), la cual es necesaria para la ubiquitinacion y
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posterior degradacion. La actividad del APC fluctua a lo largo del ciclo celular. Durante la
metafase este complejo es activado por mecanismos poco claros, pero existen evidencias que
involucran fosforilaciones y desfosforilaciones de proteinas que forman el APC. Existe una
proteina, la CUT2, que es ubiquitinada por el APC durante la metafase y degradada. Su
protedlisis es necesaria para la segregacion de las cromatidas hermanas durante la anafase
(Funabiki, H. y col. 1996). En S. cerevisiae y células de mamiferos se ha demostrado que este
sistema proteolitico se mantiene activo hasta la activacion del complejo CDC2-ciclinas G, en la
fase G; (Amon, A. y col. 1994; King, R. y col. 1996).

En Xenopus, para la inactivacion de MPF, también es necesaria la desfosforilacion de la Trel61.
En §. pombe existen evidencias que sugieren, que también seria necesaria la desfosforilacion del
aminoacido activador (Tre167). Cepas mutantes donde la Tre167 fue reemplazada por un acido
glutamico, son multinucleadas, multiseptadas y eventualmente se detienen con un huso mitdtico
corto (Gould, K.L y col. 1991). En cambio, en S. cerevisiae la desfosforilacion del aminoacido
activador equivalente, Trel169, no es necesaria para la salida de mitosis (Lim, H.H. y col. 1996).

Regulacion del pasaje Gy/S.
CDC2/CD(C28 y las ciclinas de G, (CLN).

Se ha denominado Start al conjunto de eventos durante el ciclo celular que comprometen a una
célula a dividirse. Estos eventos incluyen la duplicacion de los centriolos, gemacion, iniciacion
de sintesis de ADN vy la represion de la via que lleva al apareamiento (Andrews, B. y Measday,
V. 1998)

El control de Start ha sido muy bien caracterizado en S. cerevisiae. En levaduras, la regulacion
de la division por estimulos externos y la coordinacion entre el crecimiento celular y la division
ocurre en la fase G;. Existen dos tipos de sefiales que frenan el ciclo en G;: (1) limitacion de
nutrientes y (2) feromonas inductoras del apareamiento. Las células no pueden pasar por Starf en
condiciones de falta de nutrientes y estan sujetas a quedarse en G, y entrar en G,. En el caso de
ser haploides las feromonas sexuales inducen el apareamiento. Por otro lado, el pasaje por Start
esta coordinado con el crecimiento celular. La actividad de la CDC28 (CDC2) es la que controla
el pasaje por Start y lleva a las células a dividirse. La CDC28 es activada por fosforilacion y
desfosforilacion, y por asociacion con ciclinas (Fig 6). Existen 3 ciclinas de G;, CLN 1, 2y 3
(tabla 1) (Richardson, H. E., y col. 1989). Estudios genéticos determinaron que estas proteinas
tienen roles que se superponen. Cepas mutantes para dos de estas ciclinas son capaces de
dividirse con un tamaiio alterado, pero, cuando se eliminan las 3 ciclinas, las células se detienen
en G; y no son capaces de pasar por Start. Por otro lado cuando se sobreexpresan o cuando se
usan mutantes activadas, el pasaje por Srart es mas rapido (Andrews, B. y Measday, V. 1998).
Existen diferencias entre la CLN 3 y las CLN 1 y 2. La expresion de las CLN 1 y 2 esta regulada



a lo largo del ciclo celular, llegando a un maximo en la transicion G4/S y a un minimo durante
G2/M (Wittemberg, C. y col. 1990). En cambio, la CLN 3 esta presente durante todo el ciclo
celular, aumentando su expresion al inicio de G; (Tyers, M. y col. 1993). La expresion periodica
de los genes cln 1 y 2 depende del factor de transcripcion SBF (SCB binding factor) (Ogas, J. y
col. 1991). SBF es un heterodimero formado por las proteinas SWI4 y SWI6. Este complejo se
une a una secuencia nucleotidica, conocida como caja del ciclo celular (SCB= SW#14 cell cycle
box sequence), presente en regiones promotoras de ciertos genes que se activan en Start. Las
regiones promotoras de los genes cln 1 y 2 tienen la secuencia SCB. Estudios genéticos sugieren
que el complejo CLN3-CDC28 se activa cuando las células llegan a un tamafio determinado.
Este complejo activa los factores de transcripcion SBF y MBF los cuales, a su vez, activan la
transcripcion de genes involucrados en el pasaje de Gi/S y en la sintesis de ADN, incluyendo los
genes cln 1 y 2 (Fig 6). MBF (MCB binding factor), al igual que SBF es un heterodimero
formado por las proteinas SW16 y MBP1 que se une a la secuencia MCB (Mlu [ cell cycle box)
presente en muchos promotores. Algunos genes activados por este factor de transcripcion son:
las ciclinas de la fase S, clbS y 6 (Fig 6) y los genes involucrados en la sintesis de ADN, ADN
polimerasa I (poll), timidilato sintetasa (tmp1) y ribonucleotido reductasa (mr1) (Koch, C. 1993).
El mecanismo por el cual el complejo CLN3-CDC28 activa a SBF y MBF no se ha determinado
aun. El aumento de la concentracion de las ciclinas CLN1 y 2, lleva a la formacion y activacion
de los complejos CLN1,2-CDC28; existen evidencias que indican que en G; también es
necesaria la actividad de CAK para la activacion de la CDC28 (Sutton, A. y Freiman, R., 1997).
Para poder pasar por Start e iniciar la replicacion del ADN, es necesaria la activacion de los
complejos formados por CDC28 y ciclinas de la fase S, CLBS y 6. Estos complejos se forman en
G, tardio por aumento de la transcripcion de las ciclinas CLB 5 y 6, pero son inactivados por la
union con el inhibidor SIC1 (Mendenhall, M. D. 1993). Existen evidencias que sugieren que una
de las funciones principales de los complejos CLN1,2-CDC28 es la fosforilacion de SIC1 (Fig 6)
(Verma, R. y col. 1997). SIC1 fosforilado es ubiquitinado y degradado por un complejo formado
por la enzima conjugadora de ubiquitinas CDC34 y las proteinas CDC4, CDC53 y SKPI
(Feldman, R M. y col. 1997). De esta manera, se activan los complejos formados entre CDC28 y
las CLB 5 y 6. Por otro lado, los complejos CLN1,2-CDC28 participan en la inhibicion de la
degradacion de ciclinas B (Amon, A. y col. 1994; Dirick, L. y col. 1995), inhiben la capacidad de
células haploides de responder a feromonas de apareamiento (Oehlen, L.J. y Cross, F.R. 1994) y
disparan la polarizacion del citoesqueleto, evento necesario en S. cerevisiae para la formacion de
gemas (Lew, D.J y Reed, S. I. 1993). Todos estos eventos llevan al pasaje por Start y a la
activacion de la replicacion del ADN (Fig 6).
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Figura 6. Regulacion del pasaje G,/S por CDC28 en S. cerevisiae.

El complejo CLN3-CDC28 se activa cuando las células llegan a un tamario determinado. Este complejo
activa los factores de transcripcion SBF y MBF los cuales, a su vez, activan la transcripcion de los genes
cln 1 y2yclb5 y 6, respectivamente, llevando a la formacion de los complejos CLN1,2-CDC28 y
CLB5,6-CDC28. El complejo de CLB, es inactivado por SICI. ElI complejo CLN1,2-CDC28 fosforila a
SICI, el cual es ubiquitinado y degradado, permitiendo la activacion del complejo CLB5,6-CDC28. Por
otro lado CLN1,2-CDC28 inhibe la protedlisis de CLB e induce la polarizacion del citoesqueleto




CDC2/CDC28 y las ciclinas B (CLB).

En §. cerevisiae se han descripto 6 ciclinas de tipo B, CLB 1-6 (tabla 1). La expresion de todas
ellas varia a lo largo del ciclo celular. Como se ha explicado anteriormente, las primeras en ser
transcriptas en G; tardio, son las ciclinas de la fase S, CLB 5 y 6. Su expresion esta bajo el
control del factor de transcripcion MBF, el cual es activado por el complejo CLN3-CDC28 (ver
arriba). Las ciclinas mitéticas, CLB 3 y 4, aparecen durante la fase S, y las CLB 1y 2 en la fase
Gz.

Las CLB 5 y 6 son necesarias para la correcta iniciacion temporal de la replicacion del ADN en
la fase S. Al igual que para las ciclinas de G; (CLN) existen experimentos que muestran
redundancia y superposicion de funciones, haciendo dificil la identificacion de roles especificos
en el control del ciclo celular. Cepas mutantes para CLB 5 y 6 muestran que el ADN puede ser
replicado bajo el control de las otras CLB (Epstein, C.B. y Cross, F.R., 1992; Kuhne, C. y
Linder, P. 1993; Schwob. E. y Nasmyth, K. 1993). Por otro lado, CLB 5 puede promover la
mitosis en cepas mutantes para las ciclinas clb3 y 4 (Schwob. E. y Nasmyth, K. 1993).

Las ciclinas mitéticas son CLB 1, 2, 3 y 4. Experimentos con cepas mutantes para estas cuatro
proteinas mostraron que, en condiciones normales no participan en la replicacion del ADN y que
son necesarias para la formacion del huso mitético (Fitch, I. y col. 1992). La actividad de las
CLB también es necesaria para frenar el crecimiento de la gema, el cual es iniciado en Start por
las ciclinas de G; (Lew, D.J. y Reed, S.1. 1993). Por otro lado, existen evidencias que sugieren
que los complejos de CLB-CDC28 estarian involucrados en la regulacion de la localizacion del
factor de transcripcion SWIS5. La protedlisis de las CLB en la transicion metafase/anafase,
permitiria la entrada de SWIS al nicleo que activaria la expresion de genes, incluyendo la del
inhibidor SIC1 (Knapp, D. y col. 1996; Toyn, J.H 1997). Otro posible factor de transcripcion
regulado por las CLB es SWI4, un componente de SBF (Fig 6), que regula la transcripcion de las
CLN 1 y 2. Se ha propuesto que SWI4 estaria asociado con complejos mitoticos de CDC28,
inhibiendo de esta manera la actividad de SBF (SBF=SWI4/SWI6) (Amon, A. y col. 1993).

Las CLB son proteolizadas durante la mitosis. Antes de iniciar la anafase, el APC ubiquitina las
ciclinas B, marcandolas para su degradacion (Zachariae, W. y col. 1996).
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Ciclina Expresion durante el Factores de transcripcion que Sustratos
ciclo celular controlan su expresion.
CLNI1, CLN2 G tardio SBF SICI
CLN3 G1 temprano MCMI SBF ?
CLB1, CLB2 G2 tardio MCMI SWI4, CDC6, SWIS
CLB3,CLB4 S ? SWI5
CLBS, CLB6 G1 tardio MBF CDC6?, ORC?, MCM?

Tabla 1. Ciclinas que regulan la actividad de 1a CDC28 de S. cerevisiae.

Se muestra la etapa en la cual cada una de las ciclinas es expresada durante el ciclo celular, los factores de
transcripcion que controlan su expresion y los sustratos que fosforila el complejo formado por la ciclina
indicada y la CDC28. CLN, ciclina de G1; CLB, ciclina tipo B.

REGULACION DE LA REPLICACION DEL ADN.

El sistema de replicacion del ADN mas estudiado es el de S. cerevisiae. Durante la fase S, los
cromosomas se replican una sola vez. La replicacion es bidireccional y se inicia desde secuencias
especificas en varios puntos del genoma (origenes de replicacion). Existe una secuencia esencial
para la formacion de un origen de replicacion, denominada elemento A. Adyacente a esta
secuencia hay 2 o 3 elementos, Bl, B2 y B3, que individualmente no son esenciales, pero
influyen en la frecuencia con que un onigen es utilizado (Marahrens, Y. y Stillman, B. 1992). Los
elementos A y Bl forman la secuencia central que es reconocida por un complejo de 6 proteinas,
el complejo reconocedor del origen (ORC= origin recognition complex) (Bell, S.P. y Stillman,
B. 1992). El elemento B3 funciona como enhancer de la replicacion uniendo la proteina
denominada ABF1 (4RS binding factor, ARS= autonomously replicating sequence) (Sweder,
K.S. y col. 1988). El complejo ORC se une a los origenes de replicacion durante todo el ciclo
celular, pero estos se disparan solo una vez por ciclo en la fase S (Nasmyth, K. 1996). Las
secuencias adyacentes al sitio de union del ORC permanecen libres hasta G;, donde son
ocupadas por una proteina inestable denominada CDC6. Esta proteina junto con el ORC forman
el complejo pre-replicativo (PRC= pre-replicative complex) necesario para disparar la
replicacion (Cocker, J.H. 1996). Existen otras proteinas necesarias para iniciar la replicacion del
ADN, denominadas MCM (MCM2-7) las cuales se unen a la cromatina al final de la mitosis
(Stillman, B. 1996; Tanaka, T. y col. 1997). La proteina CDC6 puede formar complejos con
CDC28, CLBS y CLB2 y es fosforilada in vitro por CLB-CDC28 (Piatti, S., 1996; Elsasser, S. y
col. 1996). No se ha determinado aun como es que las CLB de la fase S afectan la funcién de
CDC6 o las proteinas MCM, pero su actividad es necesaria para iniciar la replicacion de ADN e
inhibir la formacion de nuevos PRC (Dahmann, C. 1995).



LA FAMILIA CDK.

La proteina CDC2 fue la primer quinasa identificada cuya funcién esta involucrada con la
regulacion del ciclo celular. En levaduras, la CDC2 regula tanto el pasaje de G; a S como la
transicion Go/M. En cambio, en vertebrados las proteinas homoélogas a CDC2 solo regulan la
entrada en mitosis. Las otras etapas estan controladas por proteinas relacionadas con la CDC2,
tanto en la estructura primaria como en la capacidad de asociarse con proteinas de la familia de
las ciclinas. Esta caracteristica llevo a la formacion de la familia de proteinas denominada
quinasas dependientes de ciclinas (CDKs). La CDC2 se redenominé CDK1, pero actualmente se
la sigue llamando CDC2. En células de mamiferos se han descripto 13 CDKs distintas: CDK1-8,
PCTAIRE 1-3, PITAIRE y p58°™, de las cuales, algunas estan directamente involucradas en la
regulacion del ciclo celular y otras en procesos biolégicos diferentes, que incluyen, regulacion de
la transcripcion, metabolismo del fosfato, etc. En levaduras de S. cerevisiae se han identificado,
aparte de la CDC28, cuatro CDKs denominadas, PHO85, KIN28, SRB10 y CTK1 (Andrews, B.
y Measday, V. 1998).

Desde la identificacion del gen CDC2, en muchos organismos se han clonado genes relacionados
con la CDC2, CRKs (CDC2- related kinases), los cuales presentan similitud con genes de la
familia de las CDKs. La funcion de las proteinas codificadas por estos genes es poco clara y no
necesariamente estan involucradas en el control del ciclo celular.

Relacién Estructura-Funcién.

En las proteinas CDC2, existen dominios conservados los cuales son importantes en la
regulacion de su actividad. Existen cuatro dominios principales aparte del dominio comun a
todas las quinasas del tipo serina/treonina (Fig 7). Uno de los dominios mas caracteristicos de
este tipo de proteinas es el formado por los 16 aminoacidos EGVPSTAIREISLLKE, conocido
como caja PSTAIRE. Esta secuencia esta implicada en la unién con ciclinas y debido que se
encuentra cerca del dominio de reconocimiento de sustratos, se cree que la union de ciclinas al
dominio PSTAIRE participa en el reconocimiento de sustratos. Todos los miembros de la familia
CDK tienen un motivo tipo PSTAIRE, el cual tiene modificaciones que las caracterizan y les
confiriere la especificidad de union con distintas ciclinas.

Otros dos dominios conservados son los que contienen los aminoacidos fosforilables que regulan
la activacion o inhibiciéon de la CDC2. Los aminoacidos Trel4 y Tirl$5, que al ser fosforilados
inhiben la actividad de la quinasa, se encuentran en el dominio de uniéon del ATP. Cabe aclarar
que la Trel4 no es fosforilado en la CDC2 de levaduras. La fosforilacion de la Trel61 en la
CDC2 humana y las treoninas en posiciones equivalentes en CDC2 homologas, deben ser
fosforiladas para la activacion de la quinasa. El analisis de secuencia de otras CDKs, mostr6 que
estas quinasas tienen en posiciones equivalentes putativos residuos inhibitorios y activadores. La
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CDK2, tiene un estructura primaria semejante a la de la CDC2. Esta quinasa es fosforilada y
desfosforilada por las mismas proteinas que la CDC2. El estudio de la CDK2 cristalizada sugirio
que la Trel61 estaria formando parte de un rulo con un plegamiento tal que inhibiria la union de
la quinasa a sustratos. La asociacion con ciclinas desplazaria el rulo activando la quinasa, y la
fosforilacion de la Trel61 evitaria que el rulo vuelva a inhibir el sitio de union del sustrato. Este
modelo, también sugiere que tanto la unién con ciclinas como la fosforilacion de la Trel61,
induciria una reorientacion de los fosfatos B y y del ATP, de manera tal que pueda ocurrir la
fosfotransferencia (Basi, G. y Draetta, G. 1995)

Otro dominio conservado es el conocido como caja DSEI, formado por los aminoacidos
GDSEID. Esta region esta involucrada en el control de la fosforilacion de la Trel61 y la union
con ciclinas. Este dominio no esta conservado entre las distintas CDKs, sugiriendo que existen
distintas quinasas activadoras (CAK) para cada tipo de CDK.

N B B |
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Dominio de Dominio de T 161 Dominio de
_unién a ATP unién a ciclinas, control de la P
caja PSTAIR de T 161

Figura 7. Diagrama representativo mostrando los dominios mas conservados de proteina de la familia de
las CDC2. Los asteriscos indican los aminoacidos que son fosforilados. N, anino-terminal; C, carboxi

terminal.

COMPLEJOS CDKS-CICLINAS DE MAMIFEROS Y LA REGULACION DEL CICLO
CELULAR.

Consideraciones Generales.

En células de mamiferos, los multiples complejos CDKs-ciclinas estan regulados en los distintos
puntos del ciclo celular por procesos muy diversos: transcripcion, protedlisis, inhibicion estérica,
localizacion subcelular y fosforilacion. Esta gran versatilidad de mecanismos permite integras
sefiales positivas y negativas y controlar asi la proliferacion celular. :

En células de mamiferos, al menos 7 de las CDKs identificadas tienen un rol en la regulacion del
ciclo celular. Las CDKs 4, 5 y 6 estan involucradas en la fase G;, la CDK2 en la transicion G,/S
y la fase S, la CDC2 (CDK1) en la entrada en mitosis, y la CDK7 es la quinasa que activa la
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CDC2 y CDK2, fosforilandolas en Trel61 o Trel60, respectivamente. Estas quinasas, al igual
que la CDK de levaduras, son reguladas por la unién con distintas ciclinas, proteinas inhibitorias
y fosforilacion de aminoacidos especificos. En células de mamiferos se han identificado un gran
numero de ciclinas, A-H. Las que actuan en G, son las ciclinas C, D y E (ciclinas de G)) y las
involucradas en la entrada en mitosis son las ciclinas A y B (ciclinas mitéticas). La ciclina H es
la subunidad regulatoria de la CDK7. Las ciclinas G y F no se pueden ubicar en ninguna de estas
categorias, pero existen evidencias que indican que la ciclina F regula eventos del ciclo celular
diferentes a los que regulan las otras ciclinas (Bai C. y col. 1994) y la ciclina G estaria
involucrada en el control del pasaje de Go/M (Shimizu, A. y col. 1998). A nivel de estructura
primaria existen diferencias entre las ciclinas de G, y las mitoticas, que tienen importancia en la
estabilidad de las mismas en el ciclo celular. Las ciclinas de G, tienen una vida media muy corta.
En su extremo carboxi-terminal tienen la secuencia PEST, la cual estaria involucrada en la
degradacion de proteinas. Las ciclinas mitéticas, A y B, son estables durante la interfase, pero
son rapidamente degradadas durante la mitosis por un mecanismo dependiente de ubiquitinas
(ver Salida de Mitosis).

Al igual que la CDC2, la CDK2 tiene aminoacidos activadores e inhibidores que deben ser
fosforilados y desfosforilados, respectivamente, para activar la quinasa. Las CDK4, 5 y 6 tienen
aminoacidos regulatorios en posiciones equivalentes pero no se conocen aun los mecanismos de
regulacion por fosforilaciéon. A diferencia de la CDC2 y CDK2 de eucariotas superiores, estas
quinasas no tienen la Trel4 inhibitoria equivalente, solo aparece la tirosina en el sitio de unioén
del ATP (Pines, J. y Hunter, T. 1995).

La figura 8 muestra un esquema de la regulacion del ciclo celular en células de mamiferos. A
continuacion se detalla la participacion de cada complejo en la regulacion del ciclo celular.

Figura 8. Esquema de la regulacion del ciclo celular en células de mamiferos.

Factores de crecimiento estimulan la sintesis de ciclinas D las cuales activan la CDK4/6, y permiten el
pasaje por el punto de restriccion R. El complejo CycD-CDK4/6 fosforila la proteina Rb. Rb fosforilado
libera el factor de transcripcion E2F, permitiendo la transcripcion de genes involucrados en la sintesis de
ADN. TGFp previene la entrada en S por activacion de los inhibidores p15 y p27. Dafios en el ADN,
activan la transcripcion del inhibidor p21 via el factor de transcripcién p53. La sintesis de la ciclina E es
maxima en la transicion G1/S, activando el complejo CycE-CDK2 el cual fosforila Rb y la proteina p107,
liberando los factores de transcripcion E2F. Al entrar en S, comienza la sintesis de ciclina A, activando el
complejo CycA-CDK2. Este complejo permite la progresion de la sintesis de ADN y fosforila el
complejo de transcripcion E2F-DP1 inhibiendo su actividad. En G2 la ciclina A se une a la CDC2. En G2
comienza la sintesis de ciclina B la cual se asocia con la CDC2. Estos complejos son inactivados por la
quinasa WEEI al fosforilar los aminoacidos Trel4 y Tirl5. Antes de entrar en mitosis, el complejo se
trasloca al nucleo, la CAK (CDK7-CycH) fosforila a Ia CDC2 en Trel61 y la fosfatasa CDC25 remueve
los fosfatos en Trel4 y Tirl5. La ciclina A es degradada en mitosis temprana y la degradacién de la
ciclina B es necesaria para el pasaje a anafase.
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CDK4-Ciclinas D.

Existen 3 tipos de ciclinas D, D1, D2 y D3. Estos 3 tipos de ciclinas varian en cantidad en
diferentes tejidos y tipos celulares. La funcién de las 3 ciclinas D no es redundante. Las ciclinas
D se pueden unir a la CDK2, CDK4, CDKS5 y CDK®6, pero la actividad del complejo formado
con la CDK4 es la mas importante para la proliferacion celular. Estos complejos actian en G,
medio y tardio permitiendo la entrada en S. La transcripcion det ARNm de ciclinas D esta
regulada por factores de crecimiento. Al remover éstos del medio, la transcripcion de las ciclinas
D baja rapidamente y, debido a la vida media corta de las mismas, los niveles proteicos
disminuyen bruscamente. La sobreexpresion de estas proteinas esta correlacionada con
transformacion celular. Se ha demostrado que en muchos tipos de tumores existe amplificacion
de estos genes (Pines, J y Hunter, T. 1995)

El complejo CycD-CDK4 fosforila la proteina retinoblastoma, inactivandola. La proteina Rb
hipofosforilada une factores de transcripcion de la familia de E2F. Al ser fosforilada en G,
tardio, se disocia de los mismos, permitiendo la transcripcion de genes involucrados con al
sintesis de ADN. Existen evidencias que sugieren que la principal funcion de este complejo seria
la fosforilacion de Rb.

CDK2-Ciclina E.

La ciclina E se une principalmente a la CDK2 y esta involucrada en la regulacion de la transiciéon
de G/S y en la iniciacion de la replicacion del ADN. Los niveles de ciclina E y la actividad del
complejo CycE-CDK2 llegan a un maximo en la transiciéon de Gy/S y disminuyen durante la fase
S (Dulic, V. y col. 1992). Esta proteina se une a la proteina relacionada con retinoblastoma,
p107, la cual, al igual que RD, se une a factores de transcripcion de la familia de E2F, inhibiendo
su actividad. Existen evidencias que indican que la asociacion de la ciclina E al complejo p107-
E2F, permitiria la activacion de la transcripcion via E2F. Por otro lado el complejo de cycE-
CDK2 también fosforila Rb manteniéndolo en su estado hiperfosforilado e inhibiendo asi su
asociacion con proteinas E2F.

Células que sobreexpresan ciclina E, acortan los tiempos de las fases Gy y S y disminuyen los
requerimientos de factores de crecimiento para la replicacion (Ohtsubo, M. y Roberts, J M.
1993). Por otro lado se ha detectado una amplificacion de la ciclina E en varios tumores de
mama (Keyomarsi, K. y Pardee, A.B. 1993).

CDK2/CDC2-Ciclinas A.

Existen dos tipos de ciclinas A, Al y A2. Las ciclinas A1l estan involucradas en meiosis mientras
que las A2 en el ciclo celular mitético. La sintesis de ciclina A2 comienza cuando las células



entran la tase S y en este punto se encuentra asociada unicamente con la CDK2 (Tsai, L.H. y col.
1991). Existen evidencias que indican que el complejo de ciclina A-CDK2 esta involucrado en la
nroeresion de la sintesis del ADN y no en la iniciacion de la replicacion. Por otro lado, se ha
demostrado que la actividad de ciclina A-CDK2 regula la transicion S/G,. Este complejo es
capaz de unirse y fosforilar el complejo de transcripcion E2F1-DP1, inhibiendo su actividad
(Krek, W. y col. 1994). Cuando las células entran en la fase G,, la ciclina A se asocia con la
C"i¢  ‘Pagano, M. y col. 1992). Un posible rol para los complejos CycA-CDK1,2 en G; seria el
de la reorganizacion del citoesqueleto para entrar en mitosis.

CDC2-Ciclinas B.

Existen dos tipos de ciclinas B, Bl y B2. La transcripcion de estas ciclinas aumenta en G2 y son
capaces de azociarse solo con la CDC2 (CDK1). Durante las fases S y Ga, los complejos ciclina
R-CDC2 se acumulan en el citoplasma asociandose con los centromeros (Bailly, E. y col. 1992).
Al comienzo de la profase, los complejos ciclina B-CDC2 entran en el nucleo. Existen
evidencias que sugieren que la actividad de los mismos seria la responsable de la ruptura de la
envoltura nuclear por fosforilacion de la lamina (Peter, M. y col. 1990). Una vez en el nucleo, el
~nmn'eic se asocia con el huso mitdtico; existen evidencias que sugieren que la actividad de los
mismos es importante en la reorganizacion de los microtubulos durante la mitosis (Verde, F. y
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La regulacion de la actividad del complejo ciclina B-CDC2 esta explicado en la seccion
Regulacion de la transicion Go/M y Salida de mitosis. A diferencia de la CDC2 de levaduras, la
CDC2 de mamiferos tiene dos aminoacidos inhibitorios, la Tirl5 y la Trel4, y el aminoacido
activador es la Tre 161,

Regulacion de los complejos Cyc-CDKs por inhibidores especificos (CKI).

La actividad de los complejos ciclina-CDKs también esta controlada por la uniéon con proteinas
inhibitorias, CKI (CKI= CDK inhibitors). Estos inhibidores se pueden separar en dos subfamilias
de acuerdo a similitud aminoacidica y funcion: (1) la subfamilia denominada INK4 (INK4=
inhibitors of CDK4), formada por p16™*, p15™K® p18MKe y p19™K4 (Serrano, M. y col.
1993; Hirai, H. y col. 1995) bloquean los complejos formados por ciclinas D-CDK4/6, frenando
el ciclo celular en G1; (2) la subfamilia de KIP/CIP que incluyen a p21"*, p27%®! y p57¥'*2 son
inhibidores capaces de unirse e inhibir varios complejos ciclina-CDK (Hartwell, L., 1995; Lee,
M.H. y col. 1995)

Los inhibidores tipo INK4, poseen una secuencia repetida de anquirinas, las cuales estan
involucradas en interacciones proteina-proteina. Estos inhibidores se unen a CDK4/6,



desplazando la union con ciclinas D (Serrano, M. y col. 1993; Hirai, H. y col. 1995). Los
inhibidores p16 y p15 mapean en el locus 9p21, region implicada en tumorogénesis en varios
tipos de canceres. Se ha observado que los niveles de pl5 aumentan en células tratadas con
TGF frenando el ciclo en G, (Hannon, G.J. y Beach, D. 1994).

Los inhibidores de la subfamilia KIP/CIP pueden unirse tanto a los complejos ciclinas-CDKs
como a las subunidades aisladas. Los miembros de esta subfamilia tienen una identidad de 38-
44% en sus porciones N-terminal, las cuales estan involucradas en la unién e inhibicién de los
complejos. La transcripcion de p21°'! es controlada por el gen supresor p53. Los niveles de
p21"! aumentan en células en Go, células senescentes y células que han sido irradiadas en la
fase G1. En condiciones en las cuales el ADN es daflado, el factor de transcripcion p53 se
estabiliza, activando la transcripcion de p21°! y bloqueando las células en G,. El inhibidor
p27¥"*! esta involucrado en el control del punto de restriccién (R). Los niveles de p275"! son
altos en células en Go y bajan cuando entran en el ciclo celular, manteniéndose constantes a lo
largo del mismo. Existen evidencias que indican que p21°' y p27*"! inhiben la actividad de
CAK, bloqueando la fosforilacion del aminoacido activador en las CDKs. p27KIP1 esta
involucrado en la inhibicién del ciclo celular inducido por TGFP (Toyoshima, H. y Hunter, T.
1994;) por un mecanismo que incluye al inhibidor p1 5K Reynisdottir, L. y col. 1995).

CDKS Y CICLINAS INVOLUCRADAS EN PROCESOS DIFERENTES AL CICLO CELULAR.

Las CDKs y ciclinas fueron identificadas por su rol en la regulacion del ciclo celular. Luego del
clonado de la primer CDK, la CDC2, se identificaron, en muchos organismos, proteinas
pertenecientes a la familia de las CDKs cuyas funciones no estan del todo determinadas. Por otro
lado, se clonaron genes que pertenecen a la familia de las cdks o ciclinas, cuyas proteinas
participan en procesos bioldgicos diferentes a la regulacion del ciclo celular. Estos procesos
incluyen mecanismos tan diversos como, regulacion de la transcripcion, la inhibicion de la
sintesis de glucogeno y la inhibicion de la expresion de genes que participan en el metabolismo
del fosfato.

El complejo CDK7-Ciclina H y la regulacién de la transcripcion.

La transcripcion de genes que codifican proteinas requiere de la formacion, en la region
promotora de los genes, de un complejo formado por la ARN polimerasa II y factores de
transcripcion basales, denominados TFIl (TF= transcription factors). El factor de transcripcion
basal TFIIH es un complejo mutliproteico con varias funciones. Entre sus funciones, fosforila el
dominio carboxi-terminal (CTD= carboxi-terminal domain) de la subunidad mayor de la ARN
polimerasa II y participa en la reparacion del ADN. En células de mamiferos se ha determinado
que el complejo CDK7-ciclina H, el cual forma la CAK (CDK activating kinase; ver arriba), es
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un componente de TFIIH y seria el responsable de la fosforilacion de CTD y participaria en
mecanismos de reparacion (Poon, R. Y., y Hunter, T. 1995). A diferencia de CAK, el complejo
CDK7-ciclina H formando parte de TFIIH, tiene otra proteina unida denominada MAT1 (MAT=
Meénage a Trois). Esta proteina estabiliza el complejo, aumentando la actividad quinasa del
mismo y, por otro lado, le confiere especificidad de sustrato hacia la fosforilacion de CTD vs. la
de CDKs (Yankulov, K.Y. y Bentley, D.L. 1997). La actividad del complejo CDK7-ciclina H
llevo por primera vez a relacionar la regulacion del ciclo celular con el control de la transcripcion
y reparacion, pero no se ha podido establecer aun el mecanismo por el cual este complejo
relaciona estos procesos.

Complejos PHO8S-Ciclinas.

En S. cerevisiae se ha descripto una quinasa perteneciente a la familia de las CDKs, denominada
PHOS8S5, cuya actividad no es esencial para la viabilidad de las células. Esta CDK es capaz de
asociarse con al menos 10 ciclinas diferentes (PHO80, Cigl, PCL1, 2, 5-10). Los complejos
formados por PHOS8S y distintas ciclinas estan involucrados en varios procesos biologicos que
incluyen, la regulacion de ciertas etapas del ciclo celular, la expresion del gen para la fosfatasa
acida y la actividad de la glucogeno sintetasa.

PHO85-PHO80 en la regulacion del metabolismo del fosfato.

La quinasa PHOS8S fue descripta por primera vez por su participacion en la regulacion de la
expresion de la fosfatasa acida, proteina conocida como PHOS. La transcripcion del gen pho5 es
activada por los factores de transcripcion PHO2 y PHO4. En condiciones de alto fosfato, el
complejo CDK- ciclina, formado por la quinasa PHOS8S y la proteina del tipo ciclina, PHOS80,
fosforila el factor de transcripcion PHO4. Se ha demostrado que PHO4 no fosforilado esta
localizado en el nicleo y es capaz de activar la transcripcion de phoS; en cambio, cuando PHO4
esta fosforilado se localiza en el citoplasma no pudiendo activar la expresion de la fosfatasa
acida (Fig. 9) (O’Neill, E. M. y col. 1996). La actividad del complejo PHO85-PHOS80 es inhibida
por la proteina PHO81. Este inhibidor se encuentra unido al complejo tanto en condiciones de
alto como de bajo fosfato. Se ha determinado que en condiciones de alto fosfato, PHO81-PHO80
estan asociados con el factor de transcripcion PHO4, pero, en medios con bajo fosfato, PHO4 se
disocia del complejo permitiendo la transcripcion de phoS. En estas condiciones, PHO81 inhibe
la actividad de PHOS8S, disminuyendo la fosforilacion de PHO4 (Poon, R. Y. C. y Hunter, T,
1995).
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Figura 9. Regulacion del metabolismo del fosfato por el complejo CDK-Ciclina, PHO85-PHOS80.
En condiciones de bajo fosfato, la actividad del complejo PHO85-PHO80 esta inhibida por PHOS81. El
factor de transcripcion PHO4 no fosforilado esta en el mucleo, activando, junto con el factor de
transcripcion PHO2, la transcripcion de phoS (fosfatasa acida). En condiciones de alto fosfato, PHO81-
PHO80 se unen a PHO4, PHO81 pierde su capacidad de inhibir la actividad de PHO85-PHO80. Este
complejo fosforila PHO4 el cual se trasloca el citoplasma no pudiendo activar la transcripcion de phoS5.

PHO85-PCL8 y 10 en la regulacion de la glucogeno sintetasa.

La sintesis del glucogeno requiere de varias enzimas, siendo la glucogeno sintetasa la enzima
limitante en esta via metabdlica. La fosforilacion de esta proteina lleva a la inhibicion de la
actividad de la misma y a la inhibicion de la sintesis de glucogeno. Experimentos utilizando
cepas Apho85 demostraron que la proteina PHO85 no es esencial para la viabilidad de las
células, pero presentan varias alteraciones fenotipicas. Entre ellas, se observa Ila
hiperacumulacion de glucogeno por falta de fosforilacion de la glucogeno sintetasa.




Experimentos posteriores demostraron que la CDK PHOS85 es la quinasa responsable de la
fosforilacion de 2 de los 3 sitios fosforilados de la glucogeno sintetasa, siendo PCL8 y PCL10 las
ciclinas que regulan esta actividad (PCL=PHO85 cyclin) (Huang, D., y col. 1998).

PHO85-PCL1,2 y 9 en el ciclo celular.

PHOS85 no es esencial para la viabilidad de la células pero en ausencia de las ciclinas CLN1 y
CLN2, (Ver arriba) los complejos de PHO85 formados con las ciclinas PCL1 y 2 son esenciales
para pasar por el punto Start. Tanto la delecion de pho85 como la de las ciclinas pcll y 2 frenan
el ciclo en G; cuando CLN1 y 2 estan ausentes. Por otro lado se ha determinado que la expresion
de PCL1 y 2, al igual que CLN1 y 2, llegan a sus niveles maximos en G, y su transcripcion esta
controlada por el mismo factor de transcripcion, SBF (Andrews, B. y Measday, V. 1998). Otra
ciclina de PHO8S, PCL9, aumenta su expresion en mitosis tardia/G; temprana sugiriendo un
posible rol del complejo PHO85-PCL9 en el control del pasaje M/G, (Tennyson, C.N. y col
1998).

CDK-CICLINAS DE TRIPANOSOMATIDOS.

El control del ciclo celular en tripanosomatidos (tripanosomas, leishmania y Crithidia) juega un
rol importante no solo en la proliferacion celular sino también en el sistema de desarrollo que
controla la transferencia del parasito entre distintos huéspedes. El ciclo de vida de estos
protozoos incluye estadios con division celular y otros sin division celular. Otra caracteristica
importante en la biologia de los mismos es la necesidad de replicar y segregar el nucleo, el
kinetoplasto y el flagelo solo una vez durante cada ciclo celular. Estudios que analizaron la
iniciacion y el tiempo de duracion de la fase S en la forma replicativa de 7. brucei, determinaron
que la replicacion del ADN del kinetoplasto y la del nicleo no esta totalmente sincronizada,
ambas comienzan al mismo tiempo, pero la replicacion del ADN del kinetoplasto finaliza antes.
Tanto los mecanismos que controlan la coordinacion de la replicacion del ADN nuclear y del
kinetoplasto, como cada una de las etapas del ciclo celular y la diferenciacion en tripanosomas
no se han determinado adn.

El auge del estudio del control del ciclo de division celular en células eucaribticas y el
descubrimiento de las CDKs, ciclinas e inhibidores de CDK (CDI) llevé a investigar si en
tripanosomatidos existen proteinas homologas a las ya descriptas que regulen el ciclo celular y el
ciclo de vida de éstos. Por técnicas de biologia molecular se han podido identificar genes
relacionados a la quinasa CDC2 “CRKSs” (CDC2 related kinases). Genes crks fueron clonados en
L. mexicana, Immcrkl (Mottram, J. y col 1993) y Immcrk3 (Grant, K., y col.1998), L. major,
Imajcrk3 (Wang, Y. y col 1998), T. brucei, tberkl, 2 y 3 (Mottram, J. y Smith G. 1995),
T.congolense, tccrkl (N.B. Murphy, comum. pers.) y Crithidia fasiculata, cfcrk4 (Brown, L. y



col. 1992) (tabla 2). La nomenclatura utilizada para nombrar estos genes se basd en los genes
clonados de 7. brucei. En este protozoo los genes crk se denominaron de acuerdo al tiempo en
que fueron clonados, crkl, 2 y 3. Los genes de los otros tripanosomatidos fueron nombrados
segun la identidad presentada con la secuencia aminoacidica deducida de los genes de 7. brucei.
Las secuencias nucleotidicas de todos los genes crkl de tripanosomatidos, clonados hasta el
momento, codifican para proteinas con 301 aa con peso molecular de 33 kDa. La identidad
aminoacidica entre las proteinas CRK1 varia entre 72 y 89 %. La identidad con las CDC2
humana y de levaduras varia entre 51 y 54 % (tabla 2), mientras que con la TOCRK2 es de 40-
41% y con las CRK3 es de 44-45%.

Identidad con HsCDC2 (%)

Oreanismo Nombre del gen Namero de aa PM (kDa)

Tabla 2. Genes CRKs clonados en Tripanosomatidos.

Hasta el momento solo se ha clonado un tipo de crk2, tberk2, que codifica para una proteina de
39 kDa. Su region amino posee una extension de 40 aminoacidos comparando con la secuencia
de las CDC2 humana y de levaduras. Esta proteina tiene 42 % de identidad con la CDC2 humana
(tabla 2) y entre 47 y 50 % con las CRK3.

Los genes crk3 codifican para proteinas de 35 kDa. La identidad aminoacidica entre estas
proteinas varia entre 77 y 99 % (99 %, es la identidad entre LmmCRK3 y LmajCRK3) y tienen
una identidad del 50% con HsCDC2. Todas las proteinas CRK3, al compararlas con la CDC2,
tienen una extension de 19 aminoacidos en su region amino-terminal. La secuencia de esta
region esta poco conservada, teniendo solo un residuo comun, una arginina en posicion 10.

El gen cfcrk4 codifica para una proteina de 53 kDa. que posee dos insertos, de 66 y 77
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aminoacidos. La funcion de estos dominios en la proteina de Crithidia no ha sido determinada
aun. Al comparar los dominios con homologia, la identidad de CfCRK4 con la HsCDC2 es de
aprovimadamente 46%.

El porcentaje de identidad entre las CRKs de tripanosomatidos y las diferentes CDKs es muy
similar, por lo cual no se puede predecir cual es la funcion de estas proteinas en el ciclo celular.
Proteinas con homologia a la CDC2 se han clonado por complementacion funcional de levaduras
mutantes para esta proteina (CDC2 en S. pombe o CDC28 en S. cerevisiae). Un experimento
clasico para determinar si algun gen con identidad a genes de la familia de la cdc2 es el
hemiclogo, es estudiar si las proteinas codificadas por los mismos son capaces de complementar
levaduras mutantes termosensibles para CDC2/CDC28. Experimentos realizados con
LmmCRK1 y 3 y TbCRK]1, 2 y 3 mostraron que ninguna de estas quinasas es capaz de
complementar la funcion de la CDC2 (Mottram, J. 1994; Grant, K., y col. 1998) En un trabajo
recicntemente publicado, se determiné que la CRK3 de L. major es capaz de rescatar levaduras
mutantes de S. pombe termosensibles para la CDC2. En estos experimentos, el gen Imajcrk3 fue
subclonado bajo el control de un promotor fuerte inducible. Los autores observaron que cuando
los niveles de expiesion de la LmajCRK3 eran altos, ésta inhibia el crecimiento de las levaduras
mutantes a la temperatura permisiva, indicando que interferia especificamente con la funcion de
lu CDC2 Al disminuir los niveles de expresion de la proteina de L. major, ésta fue capaz de
comrlementar la actividad de la CDC2 sugiriendo que es su homoéloga funcional (Wang, Y. y
col. 1998).

La proteina LmmCRKI1 se expresa en los tres estadios del parasito, promastigote, metaciclico y
ama-tigote. Esta proteina es capaz de fosforilar in vitro la histona H1, que es un sustrato utilizado
para estudiar la actividad quinasa de proteinas de la familia de la CDC2. A pesar de que esta
presente en los tres estadios del parasito en cantidades equivalentes, se encontré una alta
actividad en la forma replicativa promastigote, baja actividad en la forma no replicativa
metaciclica y sin actividad en la forma replicativa amastigote (Mottram, J. y col. 1993).
Experimentos de Southern blot mostraron que Immcrk1 es un gen de copia unica. Al intentar
hacer el knock-out para este gen, fue imposible obtener mutantes nulas, sugiriendo que la
funcion de esta quinasa es esencial para el parasito. Por otro lado, estos mismos autores,
mostraron que la actividad de la CRK1 de T. brucei puede complementar la funcién de la CRK1
de L. mexicana (Mottram, J., y col. 1996).

En Leishamania mexicana, también se ha clonado un gen cuya proteina tiene identidad con la
proteina p13SUCI1. La proteina p13SUC1 fue primero identificada en levaduras de S. pombe y
luego se vio que estaba presente en S. cerevisiae, denominada CKS1, y en células humanas,
donde se clonaron dos tipos, ckshsl y ckshs2 (Richardson, H., y col 1990). Estas proteinas,
denominadas CKS, conforman una familia muy conservada a lo largo de la evolucioén, cuyos PM
varian entre 9 y 18 kDa. Son esenciales para la viabilidad de las células y se unen
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especificamente con la CDC2 y CDK2. Estudios realizados con p13SUCI demostraron que in
vitro esta proteina tiene una alta afinidad por la CDC2 pero que in vivo solo un pequeiio
porcentaje se encuentra asociada. Esta caracteristica llevo a utilizar la proteina pI13SUCI, unida a
agarosa, para purificar proteinas tipo CDC2 de distintos organismos. Experimentos utilizando
p13SUCI-agarosa mostraron que en extractos de L. mexicana existe una actividad quinasa que
precipita con pl13SUCI. La putativa CRK recibio el nombre de SBCRK (SUC! binding CRK) y
es activa solamente en las formas replicativas del parasito. Por otro lado, en L. mexicana, se
cloné y caracterizo el gen pl2cksl, que es el homélogo de pl13sucl. Ensayos con levaduras
mutantes para pl3SUCI mostraron que p12CKS!1 de leishmania complementa la actividad de
p13SUCI. La proteina pl12CKS1 es capaz de unirse con alta afinidad a SBCRK de leishmania y
a las CDC2 de levaduras y mamiferos (Mottram, J. y Grant, K. 1996). La CRK1 de L. mexicana
no se une a pI3SUCI pero si es capaz de asociarse con pl2CKS|, indicando que SBCRK no es
LmCRKI1. En cambio, LmCRK3 se asocia con p13SUCI1 y con p12CKS1 sugiriendo que podria
ser la SBCRK. Otra evidencia que sugiere esto es que tanto LmCRK3 como SBCRK tienen un
PM de 35 kDa (Grant, K., y col. 1998). Estos resultados indican que varias CRKs son capaces de
unirse con pl2CKS, como se ha demostrado para la CKS1 humana, la cual se asocia con alta
afinidad a la CDC2 y CDK2 y débilmente con CDK3. Por otro lado, al igual que para el gen
Imerkl, Imcrk3 es un gen de copia unica y tampoco fue posible construir el knock-out del
mismo, sugiriendo que su proteina es esencial para la viabilidad de la célula. Experimentos
realizados con la CRK3 de L. major, mostraron que la actividad de una proteina recombinante,
HA-LmajCRK3, expresada en la forma promastigote, tiene una alta actividad quinasa en la fase
logaritmica de crecimiento y baja en la fase estacionaria (Wang, Y., y col. 1998)

En T.brucei también se clono un gen, denominado cycl, cuya secuencia aminoacidica deducida
presenta similitud con las ciclinas mitoticas A y B. Por ensayos de inmunoprecipitacion con
anticuerpos anti CYCI1 se observo que junto con esta proteina co-precipitaba una proteina de 34
kDa que presentaba actividad quinasa. Por otro lado, esta ciclina fue capaz de complementar la
funcion de la ciclina CDCI13 de §. pombe y se determiné que sus niveles varian a lo largo del
ciclo celular (Affranchino, J., y col 1993). Este ultimo resultado es muy controvertido ya que en
el trabajo de Affanchino, los parasitos fueron sincronizados con hidroxiurea y otro grupo
demostro que 7. brucei no puede ser sincronizado con este reactivo y mostré que al emplear las
condiciones de sincronizacion publicadas, los niveles proteicos de CYCl se mantenian
constantes (Hua, S., y col. 1997). Este mismo grupo, mostro que los niveles de CYCI son 3
veces mayores en la forma prociclica que en la sanguinea, y que los niveles aumentan durante la
diferenciacion de la forma sanguinea a la prociclica, sugiriendo un rol de esta proteina en la
diferenciacion (Hua, S., y col. 1997).
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1 - CEPAS BACTERIANAS DE E. COLI UTILIZADAS.

DHSaF’: F’/endAl hsdR17(r,’ my’) supE44 thi-1 recAl gyrA96 (Nal’) relAl A(lacZYA-
argF)Um (m801acZAM15).

HB101: A(gpt-proA)62 leuB6 thi-1 lacY1 hsdSp20 recA rpsL20 (Str) ara-14 galK2 xyl-5 mtl-1
supE44 mcrBg

BL21/Lys: F" ompT hsdSs (rs’ mg’) gal (DE3) dem pLysS, (cam®)

2 - ANTICUERPOS COMERCIALES UTILIZADOS.

- Anticuerpos policlonales de conejo, IgGs (Santa Cruz): cycA (C-19), cycE (M-20), cycD; (M-
20), cycD3 (C-16), PSTAIRE (Sc-53).

- Anticuerpos monoclonal de raton, IgG: cycD; (HD11) (Santa Cruz), HA (BAPTO)

3 - OLIGONUCLEOTIDOS UTILIZADOS.
Sec. aminoacidica que codifica
3.1-Oligonulcedtidos generales.

EL-1: sentido 5>-GGIGA(A/G)GGIACITA(T/C)GG (GEGTYG)
EL-2: sentido 5’~-GA(A/G)GGIGTICCI(A/T)G(T/C)ACIGCIAT (EGVPSTAI)
EL-3: antisentido 5’~ IGG(T/C)TTIA(G/A)A/G)TCIC(G/T)A/G)TG (HRDLKP)
EL-4: antisentido 5-(A/G)TACCAIA(G/A)IGTIACIAC (VVTLWY)

ME: sentido 5’-AACGCTATTATTGATACAGTTTCTGTACTATATTG

5’pVP16 SP: 5’-GGAATTGACGAGTACGGT
T3: 5’-ATTAARCCCTCACTAARAG
T7: 5>-AATACGACTCACTATAG

3.2- Oligonucledtidos utilizados para el clonado de tzcrkl:

TClet2a: antisentido 5’- CTCTCTAATGGCAGTGCATGG (PCTAIRE)
TClet2-I: antisentido 5’- GGCACCCCTTCCTCTTCTGT (TEEEGVP)
TClet2-II; antisentido 5°- ATCAAGACGAATGCGCTTCA (LKRIRLD)
TClet2-III: antisentido 5’- ACAGTGGCACCCGTAGCTGT (TATGATV)
TClet3-I: sentido 5’- GATCAGGAAGAGGGCAATTT (DQEEGNL)
TClet3-II: sentido 5°- CAAGACTTCATGCGGGAC (QDFMRD)

TClet3-III: sentido 5’-AATGGAGTGCGATTTTGTTC (NGVRFCS)
TC1-5’: sentido 5’-TCGCGGATCCATGAGCACTCGATACGAGCG (MSTRYER)

TC1-3:antisentido 5’-AAAAGGCCTTCAARACTCCACGGAARAGTACG (PYFSVEF)



3.3- Oligonucledtidos utilizados para el clonado de tzcrk3:

TC3et2:antisentido 5°’- TTCTCGAAGAGCCGTTTGAGG (PQTALRE)
TC3et3-I: sentido 5’- AGGGGCTGTACTTTTACAGG (RGCTFTG)
TC3et3-1II: sentido 5’- CAGCTTCTTGATGGTCTATT (QLLDGLF)
TC3et3-1III: sentido 5’- TGCCACAGACATCGAATTGT (CHRHRIV)

TC3-5’: sentido 5’~-TCGCGGATCCATGACTACTCTCACTACCTTGC (MTTLTTL)
TC3-3:antisentido 5’-AAAAGGCCTTTACGTTCTAATTTCACTGAACC (WFSEIRT)

4 - PARASITOS.

Se utilizaron principalmente formas epimastigotes del parasito Trypanosoma cruzi, cepa
Tulahén, poblacion Tul 2. En algunos experimentos se utilizaron epimastigotes de las cepas RA
o CLE. Se usaron amastigotes y tripomastigotes de las cepas RA o CLE. En los ensayos de
localizacion se utilizaron amastigotes de la cepa Miranda, clon 83 (M/83).

El cultivo de epimastigotes se efectué en un medio modificado de Engel o en medio LIT a 30°C.
Los amastigotes y tripomastigotes de la cepa RA fueron cedidos gentilmente por la Bqca. Berta
Cazzulo. Los mismos se obtuvieron de cultivos celulares en monocapa de células Vero (Andrews
y Colli, 1982).

Los amastigotes y tripomastigotes de la cepa CLE se obtuvieron por infeccion de células
NIH3T3 cultivadas en medio DMEM+2% suero fetal bovino. Los amastigotes se separaron de
los tripomastigotes por precipitacion con un anticuerpo monoclonal especifico para un antigeno
de superficie, presente Unicamente en la forma amastigote.

Los amastigotes M/83 fueron obtenidos de cultivos axénicos crecidos en medio LIT (Engel, J. C.
y Dvorak, J., 1988).

Medios.

Medio modificado de Engel: 3.3%p/v infusion de cerebro-corazon, 0.3%p/v triptosa, 3.2%p/v
Na;HPO,, 0.04%p/v KCl, 0.03%p/v glucosa, 0.1%v/v hemina, 10 %v/v suero fetal bovino, 100
pg/ml estreptomicina y 100 U/ml penicilina.

Medio LIT (cultivo de epimastigotes de T. cruzi): (1 litro) disolver y autoclavar Sgr. infusion
de higado, 5gr. triptosa, 68ml de 1M NaCl, 5.3ml de 1M KCl, 22m! IM HPO4Naz, 10ml 20%
glucosa. Agregar 1ml hemina (1gr. 5Oml 0.2M NaOH), 100 ml de suero fetal bovino (10% final),
estreptomicina/penicilina.

5 - MEDIOS Y SOLUCIONES GENERALES.

5.1- Medios.

LB: 1%p/v bacto-triptona, 0.5%p/v extracto de levaduras, 1%p/v NaCl.
LB-agar: LB + 1.5%p/v bactoagar.
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Medio Rico para bacterias (Terrific), (1 litro) disolver 12 gr.bacto-triptona, 24 gr.extracto de
levaduras, 4 ml glicerol en 900 ml de H,0, autoclavar, y agregar 100 ml de una solucion estéril
de 0.17 M KH,PO,, 0.72 M K,HPO,.

Concentracion de ampicilina utilizada: 50 pg/ml.

Concentraciéon de IPTG para placas: 0.1M; disolver 120 mg en 5 ml de H20. Agregar 100
ul/placa (concentracion finalp/placa: 0.5 mM)

Concentracion de X-gal para placas: 50 mg/ml, (disolver en dimetilformamida). Agregar 50
ul/placa (concentracion final p/placa: 40 pg/ml)

5.2- Soluciones.

TE: 10 mM Tris-HCI pH8, 1 mM EDTA pHS.

TBE 10x: (1 litro) 108 gr. Tris base, 55 gr. acido bérico, 40 ml 0.5 M EDTA pHS.

TAE 50x: (1 litro) 242 gr. Tris base, 57.1 ml acido acético glacial, 100 ml 0.5 M EDTA pHS.
Buffer de siembra para muestras de ADN, 6x: 0.25%p/v azul de bromofenol, 0.25%p/v Xylen
Cyanol y 30% v/v glicerol.

Buffer de siembra para muestras de RNA 6x: ImM EDTA pHS8, 0.25%p/v azul de
bromofenol, 0.25%p/v Xylen Cyanol, 50%v/v glicerol.

Buffer de siembra para geles de secuencia: 80% formamida, 0.2% azul de bromofenol, 0.2%
Xylene Cyanol, 1x TBE

Buffer de siembra para muestras de proteinas, Sx: 50% v/v glicerol, 7.7% p/v DTT, 10% p/v
SDS, 0.4 M Tris-HCI pH 6.8, 0.002% p/v azul de bromofenol.

Buffer MOPS 10x: 0.2 M MOPS, 0.5 M acetato de sodio pH 7, 0.01 M Na;EDTA.

Buffer Tris-glicina-SDS 10x: (1 litro) 30.3 gr. Tris base, 144 gr. glicina y 1%v/v SDS.

TBS 10x: 0.25 M Tris-HCI pH 8, 9% p/v NaCl,

TBS-T 1x: TBS 1x + 0.05% v/v Tritén X-100.

Buffer Taq 1x: 50 mM KCl, 10 mM Tris-HCI pH 9, 0.1% TritonX-100.

SSC 20x: 3 M NaCl, 0.3 M Najscitrato pH 7.

PBS: (1 litro) 8 gr. NaCl, 0.2 gr.KCl, 1.15 gr. Na;HPOy,, 0.2 gr. KH,PO,.

Denhardt 50x: 1%p/v BSA, 1% Ficoll, 1%, polivinylpirrolidona.

Coomassie blue: 0.25%p/v Coomassie R250, 30% Metanol, 10% acido acético.

Reactivo de Bradford: (1 litro) disolver 100 mg de Coomassie G250 en 50 ml de etanol 95 %,
agregar 100 mi de acido fosforico 85%, completar a volumen con H»0, filtrar y guardar en frasco
oscuro.

Alternativamente se uso el reactivo Bio-Rad Protein Assay de BioRad segun las instrucciones del
fabricante.
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6 - TECNICAS UTILIZADAS PARA EL CLONADO YANALISIS DE LOS GENES tzcrkly
tzcrk3.

6.1- Purificacién fendlica y precipitacion de acidos nucleicos.

Los acidos nucleicos a ser purificados se llevaron a mas de 200 pl con H,O o buffer TE. Para
remover proteinas y lipidos se agreg6 1 volumen de fenol:cloroformo:isoamilico pH 8 (25:24:1)
(PIC) y se tomo la fase acuosa (superior). Para remover restos de fenol, se agregé 1 vol de
cloroformo:isoamilico (24:1) (CI) y se tomo la fase aucosa. Los acidos nucleicos se precipitaron
con 1/10 volimenes de 3 M acetato de sodio pH 5.2 0 pH 4.8, o con 1/3 vol de 7.5 M acetato de
amonio pH 5.2, con el agregado de 2.5 vol de etanol 100%. Se dej6 a -70 °C por 20-30 min y se
centrifug6 a maxima velocidad por 20 min. El pellet se lavo con etanol 70%, se dejo secar y se
resuspendié con H,O o buffer TE.

6.2- Electroforesis.

6.2.1- Geles de agarosa nativos.

Los geles de agarosa utilizados se prepararon con buffer TBE 1x o TAE 1x al 0.7-1.5 % con 0.5
pug/ml de bromuro de etidio. Las corridas electroforéticas se realizaron a 5-10 V/cm. Antes de
sembrar, las muestras se resuspendieron con el correspondiente volumen de buffer de siembra
6x. Los geles fueron visualizados y fotografiados con el equipo Baby-Imager de Applied Oncor.
6.2.2- Geles de agarosa con formaldehido.

Se prepararon geles de agarosa al 2% con 6% formaldehido en buffer MOPS 1x pH7. Las
muestras a sembrar se resuspendieron en buffer MOPS 1x conteniendo 50 % formamida y 6 %
formaldehido. Las mismas se calentaron a 65°C por 10 min, se colocaron en hielo y se les agrego
bromuro de etidio y buffer de siembra. La cormrida electroforética se realizé con buffer MOPS 1x
conteniendo 6% formaldehido a 5-10 V/cm.

6.2.3- Geles de poliacrilamida desnaturalizantes para secuenciacion.

Se prepararon geles de acrilamida al 6 % con 8 M urea en buffer TBE 1x. Se usaron geles
verticales de 40 x 35 cm. con espaciadores de 0.4 mm. Las muestras se resuspendieron en el
buffer de siembra provisto por los kits de secuenciacion utilizados y se calentaron, antes de ser
sembradas, a 70°C por 2 min. La corrida se realizéo a 60 W de potencia. Finalizada la migracion,
los geles se secaron a 80°C durante 1 hr. y se expusieron a placas autoradiograficas.

6.3- Cuantificacion de ADN, ARN y oligonucleétidos.

Muestras de ADN, ARN y oligonucleotidos se cuantificaron por medicion de la absorbancia a
260 nm. Las concentraciones se calcularon conociendo que 1DOzsnm de ADN= 50 pg/ml
1DO260nm de ARN= 40 pg/ml y 1DO260nm de oligonucledtidos= 33ug/ml y teniendo en cuenta el
factor de dilucion. Muestras de ADN también se cuantificaron por gel, comparando las
intensidades observadas al UV con las intensidades dadas por un marcador de masa conocida.
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6.4- Digestion de ADN con enzimas de restriccién.

Las digestiones de ADN plasmidico o genomico se realizaron en los buffers indicadas por el
fabricante. Las enzimas utilizadas fueron de New England Biolabs, Promega o GibcoBRL. Se
utilizaron de 3 a 5 unidades de enzima por pug de ADN y las incubaciones se hicieron a las
temperatura recomendadas por el fabricante.

6.5- Reacciones de ligacion de ADN.

En cada reaccion de ligacion se utilizaron entre 20 y 50 ng de vector. Se hicieron diferentes
relaciones molares de inserto:vector (1:1, 3:1, 5:1 y 10:1) manteniendo constante la masa de
vector y variando la de inserto. Los volumenes de reaccion fueron de 10 o 15 pl utilizando la
enzima ADN ligasa del fago T4 (GibcoBRL). Para ligar extremos romos se usd 1 U de enzima y
para extremos cohesivos 0.1 U. Las incubaciones fueron a 16°C durante toda la noche o a 37°C
por 1 hr, respectivamente.

6.6- Preparacion de bacterias competentes.

Cepa DH5a y BL21/Lys: se utilizé una modificacion del método descripto por Hanaham (1985).
A partir de una placa fresca se pico una colonia aislada y se inoculé a 7 ml de LB en Erlenmeyer
de 125 ml. Se crecio con agitacion a 37°C hasta una DOssonn=0.3. Luego, se pasaron 5 ml de este
cultivo a 100 ml de LB en erlenmeyer de 500 o 1000 ml. Alternativamente se inoculé 1 ml de un
cultivo en fase estacionaria a 100 ml de LB en erlenmeyer de 500 o 1000 ml. Se crecio con
agitacion a 37°C hasta una DOssonm=0.48 y luego se colocé en hielo por 10 min. Se centrifugo a
3000 rpm por 5 min a 4°C. Se descarté el sobrenadante. El pellet se resuspendioé cuidadosamente
en 40 ml de solucion Tfbl fria y se dejo en hielo 5 min. Luego se centrifugd a 3000 rpm por 5
min a 4°C y se descart6 el sobrenadante. El pellet se resuspendié cuidadosamente y siempre en
hielo con 4 ml de TfbII preenfriado. Se incubé en hielo por 15 min. Las células se alicuotaron en
eppendorf estériles en volimenes de 50 a 200 pl, se congelaron inmediatamente en nitrogeno
liquido y se guardaron a - 70°C hasta el momento de usar. Por transformacion se utilizaron 50 pl.

Soluciones.

Tfbl: 30 mM KAc, 100 mM KCI, 10 mM CaCl;, SO mM MnCl,, 15 %v/v glicerol, el pH se
ajusto a 5.8 con acético 0.2 M.

TfbIIL: 10 mM MOPS, 75 mM CaCl;, 10 mM KCl, 15% glicerol, el pH se ajusté a 6.5 con KOH.

6.7- Preparacion de ADN plasmidico.

6.7.1- Minipreparacion: en la mayoria de los casos se utilizo el método alcalino descripto en el
manual “Current protocols in Molecular Biology, cap.1 (editado por Ausubel, F. y col. 1996).

6.7.2- Minipreparacion de alta pureza para secuenciacion (PEG). Se utiliz6 una modificacion
del método de Birnboin y Doly (1979). Se partié6 de 3-5 ml de un cultivo bacteriano crecido
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durante toda la noche en medio LB o Terrific + amplicilina.

- Se cosecharon las bacterias por centrifugacion a 4000 rpm durante 5° a Ta.

- El pellet sé resuspendio en 300 pl de solucion 1.

- Se agregaron 300 pl de solucion 11, preparada en el momento, se mezclo suavemente y se dejo
5’ en hielo.

- Se agregaron 300 pl de solucién 111, se mezcl6 suavemente y se dejé en hielo 5°.

- Se centrifug6 a maxima velocidad por 10 min y se tomé el sobrenadante.

- Se agregaron 50 pg/ml de ARNasa A (libre de ADNasa) y se incub6 por 30 min a 37°C.

- Se hicieron 2-3 extracciones con 400 pl de cloroformo.

- Se precipito con el agregado de 1 volumen de isopropanol 100% y centrifugacion a max
velocidad por 10 min a Ta.

- El pellet se 1avé con etanol 70%, se secé y se resuspendio en 32 ul de H,0 estéril.

- Se agregaron 8 ul de 4 M NaCl y 40 ul de PEGgooo 13%, se mezclo muy bien y se incubo en
hielo por 30 min.

- Se centrifug6 a max velocidad por 20 min a 4°C.

- El pellet se lavo con etanol 70%, se seco y se resuspendio en 20 ul de H0.

Soluciones.

Solucién I: 25 mM Tris-HCI pH8, 10 mM EDTA pHS.

Solucién II: 0.2 N NaOH, 1 % SDS.

Solucién III: 3 M acetato de potasio pH 4.8 0 3 M acetato de sodio pH 5.2.

6.8- Transformacion de bacterias.
Se utilizé el método de golpe de calor descripto en el manual “Current protocols in Molecular
Biology, cap 1. (editado por Ausubel, F. y col. 1996).

6.9- Secuenciacion.

La secuenciacion de acidos nucleicos se llevé a cabo por el método de terminacion de cadena
con dideoxinucleotidos (Sanger, 1977). Para ello se utiliz6 el kit fmol (Promega). Se siguieron las
instrucciones indicadas por el fabricante. Como templados se utilizaron plasmidos doble cadena
purificados por el método de lisis alcalina/PEG. Los oligonucleotidos iniciadores usados variaron
segun el vector o el inserto a ser secuenciado.

6.10- Preparacion de sondas radioactivas.

6.10.1- Marcacion de fragmentos de ADN doble cadena de mas de 250 pb.
Las sondas radioactivas se prepararon con el kit RadPrime DNA labeling system (GibcoBRL)
siguiendo las instrucciones del fabricante. La marcacion se realizd utilizando 25-50 ng de
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ADN(dc por iniciacion al azar de la polimerasa utilizando una bateria de hexameros inespecificos.
Como nucledtido radioactivo se usé [**PJa-dCTP. Luego de la marcacion, la sonda se precipité 2
veces con acetato de amonio pH 5.2 y etanol 100 % y se resuspendié en 100 pl de TE.
Alternativamente la sonda se purifico utilizado columnas de Pharmacia Biotech (MicroSpin™
CombiPack) siguiendo las instrucciones del fabricante.

6.10.2- Marcacion de oligonucleotidos.

Los oligonucleétidos se marcaron por el agregado en el extremo 5’ de un fosfato radioactivo. Se
marcaron 150 ng con 10 U de la enzima polinucledtido quinasa del fago T4 (GibcoBRL) en el
buffer indicado por el fabricante. La reaccion se hizo en un volumen de 25 pl con 50 uCi de [y-
*2p1 dATP (6000 Ci/mmol), durante 25 min a 37°C. La reaccion se fren con el agregado de 2.8
pl de 50 mM EDTA; el volumen se llevo a 100 pl, se le agregd ADN de esperma de salmon
sonicado como carrier y se precipitd 2 veces.

6.11- Purificacién de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa.

En la mayoria de los casos, los fragmentos de ADN se purificaron utilizando el kit Geneclean
(Biol01). Los fragmentos de ADN a purificar se separaron por electroforesis en geles de agarosa
en buffer TAE 1x y luego se siguieron las instrucciones del fabricante.

6.12- Preparacion del vector pBS SK+ para ligar productos de PCR con extremos romos:
digestion y remocion de fosfatos 5°.

El vector utilizado fue el plasmido BlueScript SK+ (pBS) (Invitrogen), el cual tiene resistencia al
antibiotico ampicilina y permite la seleccion blanca/azul. 10 pug del mismo se digirieron con la
enzima de restriccion EcoORV que crea extremos romos. La reaccion se realizé por 3 hrs a 37°C
en un volumen de 50 pl. Luego, el plasmido se purificd y precipito

Se agregaron 10 U de fosfatasa alcalina de termero (CIP) (GibcoBRL) y el buffer
correspondiente, con el fin de removerle los fosfatos 5° a los extremos del vector y evitar que el
mismo se vuelva a ligar durante la reaccion de ligada. Luego se purifico con PIC, CI y se
precipitd. El plasmido digerido y tratado con fosfatasa se resuspendi6 con agua y se cuantifico.

6.13- Preparacion de los productos de PCR para subclonado: obtencién de extremos romos
y fosforilacién en §°.

El total de reacciones de amplificacion o fragmentos purificados se incubaron por 30 min a 37°C
con 1 U de la enzima Klenow (GibcoBRL) para el rellenado, fill in, de los extremos de los
productos de PCR. Luego, el volumen se llevo a 200 pl con H;0, se hizo 1 PIC, 1 Cl y se
precipito. El pellet se resuspendié con H,0 y se procedio a la fosforilaciéon en 5°de los productos
con 1 U de la enzima polinucledtido quinasa del fago T4, PNK (GibcoBRL), en buffer PNK 1x,
2 mM de ATP, en un volumen final de 25 ul. La reaccion se incubd por 30 min a 37°C y luego la
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enzima se inactivé a 75°C por 10 min. Los fragmentos se cuantificaron por gel de agarosa
utilizando ADN de $X174 RF digerido con Haelll (GibcoBRL) como marcador de masa.

6.14- Ensayos de Southern Blot y Northern Blot.

6.14.1- Transferencia de ADN a membranas de nylon.

Muestras de ADN se separaron por electroforesis en geles de agarosa 0.7-1.5% con bromuro de
etidio. Al finalizar la migracion los geles se incubaron por 20 min en 0.25N de HCI (solucion de
depurinacion). Luego, se lavaron con agua bidestilada y se incubaron por 15 min en una solucion
0.4N de NaOH. La transferencia se realizo durante toda la noche, por capilaridad ascendente, a
membrana de nylon Hybond N+ (Amersham) utilizando 0.4M NaOH siguiendo las instrucciones
del fabricante. La transferencia se verifico por visualizacion al UV del ADN en los filtros. Los
mismos se lavaron con 2xSSC y se guardaron humedos a 4°C hasta el momento de la
hibridacion.

6.14.2- Transferencia de ARN a membranas de nylon.

Muestras de ARN de epimastigotes de 7. cruzi fueron sometidas a electroforesis en gel de
agarosa con formaldehido. Al finalizar la migracion los geles se transfirieron durante toda la
noche por capilaridad ascendente a membrana de nylon Hybond N+ (Amersham) usando 0.05 N
de NaOH como solucion de transferencia siguiendo las instrucciones del fabricante. La
transferencia se verificd por visualizacion al UV del ARN en los filtros. Los mismos se lavaron
con 2xSSC y se guardaron humedos a 4°C hasta el momento de la hibridacion.

6.14.3- Hibridacion con sondas >= a 300 pb.

La prehibridacion e hibridacion se realizaron en homno rotatorio a 65°C. Las membranas se
prehibridaron durante 1-3 hrs con solucion de hibridacion. Luego, las correspondientes sondas se
desnaturalizaron por calentamiento a 100°C durante 5 min y se agregaron a la solucion de
hibridacion. Se incubaron con agitacion durante toda la noche y luego se lavaron segun el
siguiente protocolo: 2 lavados de 10 min a Ta con 2xSSC/0.1%SDS, 1 lavado de 10 min a Ta
con 1xSSC/0.1%SDS, 1 lavado de 30 min a 65°C con 1xSSC/0.1%SDS, 1 lavado 65°C con
0.1xSSC/0.1%SDS. Entre los lavados se monitorearon los filtros con contador Geiger y, segun la
marca de los mismos, se decidia o no continuar con los lavados. Las membranas se expusieron a
peliculas autorradiograficas de rayos X (Agfa Gevaert CURIX) en presencia de una pantalla
amplificadora.

Alternativamente se uso la solucion QuickHyb (Stratagene) siguiendo las instrucciones del
fabricante.

Solucion de hibridacion: 5x Denhartd, 6x SSC, 1 mM EDTA, 0.1% SDS, 25 mM buffer fosfato
de sodio pH7.5, 200 pg/ml ADN de esperma de salmon sonicado (sss).
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6.14.4- Hibridacion con sondas de oligonucledtidos.

Los filtros se prehibridaron con solucion de hibridacion durante 1.5-3 hrs. a 55°C en homo
rotatorio. Luego, el oligonucleétido marcado radioactivamente se agregd a la solucion y se
incubo durante toda la noche a 60°C. Las membranas se lavaron 2 veces por 5 min a Ta con
6xSSC/0.1%SDS y 1 lavado de 15 min a 55°C con 6xSSC/0.1%SDS.

Solucion de hibridacion: 0.9M NaCl, 0.09M Tris-HCI pH7.5, 6 mM EDTA, 0.5% NP-40, 100
pug/ml ADNsss.

6.15- Hibridacién de colonias.

6.15.1- Transferencia del ADN.

Colonias bacterianas crecidas durante toda la noche a 37°C en caja de petri se transfirieron a
filtros de nylon Hybond N (Amersham) segun las indicaciones del fabricante. El ADN se fij6 al
UV utilizando el horno UV Stratalinker 1800 de Stratagene.

6.15.2- Hibridacion.

(ver hibridacion con sondas de oligonucleotidos)

6.16- Transcripcion reversa (RT): sintesis de ADNc.

La sintesis de ADNc se realizo por transcripcion reversa utilizando como molde entre 10-700 ng
de ARN total de distintas formas de 7. cruzi. La enzima transcriptasa reversa AMV (Promega) se
utilizo en todas las reacciones en el buffer RT indicado por el fabricante, con 5 mM de MgCl,, 4
mM de dNTPs, un inhibidor de ARNasas (RNAsin, Promega) y 5 uM de hexameros disefiados al
azar, en un volumen final de 20 pl. La reaccion se incub6 por 30 min a 37°C y luego la enzima
se inactivo por calentamiento durante S min a 95°C.

6.17- Preparacion de ADN genémico de epimastigotes de T.cruz.
El ADN se purificé utilizando el reactivo DNAzol™ (Molecular Research Center) segin las
instrucciones del fabricante.

6.18- Preparacion de ARN total de epimastigotes de T.cruzi.

6.18.1- Para pequeiias cantidades de pardsitos-(10° células.)
Pellets de parasitos, 10° células, se resuspendieron en 500 ul de GTC+0.1 M B-
mercaptoetanol y se pasaron 40 veces, por jeringa G21
Se le agregaron 50 pul de 3 M acetato de sodio pH 4 y se mezclé bien.
Se le agregaron 550 pl de fenol saturado en agua y se mezcl6 con vortex.
Se le agregaron 100 pl de una solucion de cloroformo:isoamilico, 49:1, se incub6 por 15 min
a 0°C y se centrifug6 a 10000 rpm por 20 min a 4°C.
Se tomé la fase acuosa y se precipitd -con el agregado de 1 volumen de isopropanol,
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incubacion por 30 min a -70°C y centrifugacion a 10000 rpm por 20 min a 4°C.

El pellet se resuspendi6 en 50 pul de GTC+0.1 M f3-mercaptoetanol y se agitd con vortex.

Se le agregd 1 volumen de isopropanol, se incub6 por 20 min a -70°C y se centrifug6 a
10000 rpm por 20 min a 4°C.

El pellet se seco y se resuspendio en 500 ul de agua + 50 pl de 3 M acetato de sodio pH4.

Se extrajo 2 veces con PIC y 4 veces con eter

Se le agrego 1 volumen de isopropanol, se incubé por 20 min a -70°C y se centrifugo a
10000 rpm por 20 min a 4°C.

El pellet se 1avo 3 veces con etanol 70%, se lo dejo secar y se resuspendio en 20 pl de agua.

6.18.2- Para grandes cantidades de pardsitos (500 mg).
El pellet se resuspendi6 en 2.5 ml de una solucion de GTC+0.1 M M (-mercaptoetanol y se
paso por jeringa G-23.
Se agitd con vortex por S min y todo el volumen se sembrd en un colchon de 7 ml de 6M
CICs + 0.1M EDTA, el tubo se completé con GTC y se centrifugé a 27000 rpm, en rotor
SW28, a 4°C durante 19 hrs.
Se saco la fase superior de GTC + 500 pl de CICs, se lavaron las paredes del tubo 3 veces
con 500 ul de GTC.
Se saco todo el CICs con mucho cuidado (fase con ADN) y el pellet (ARN) se resuspendio
con 400 pl de GTC.
El volumen se dividio en 2 tubos y se les agreg6 3 volimenes de etanol 100 %, se incub6 por
50 min a -70°C y se centrifugd a 10000 rpm por 30 min a 4°C.
Los pellets se lavaron con 1 ml de etanol 70%, se secaron y se resuspendieron en 400 pl de
H,0 DEPC.

7 - CLONADO DE LOS GENES tzcrk1 Y tzcrk3: PROCEDIMIENTO.

El clonado de los genes completos para TzCRK 1 y 3 se realiz6 en cuatro etapas.
Etapa 1: Clonado y secuenciacion de la region media de los genes tzerkl y 3.
Etapa 2: Clonado y secuenciacion de la region 5’ de los genes tzerk 1y 3.
Etapa 3: Clonado y secuenciacion de la region 3” de tzerk 1y 3.

Etapa 4: Clonado de los genes completos tzcrk1 y tzerk3.

7.1- Etapa 1: Clonado y secuenciacion de la region media de los genes tzcrkl y 3.

- Amplificaciones por PCR.

A partir de secuencias ya conocidas de otras CDKs se diseflaron los oligonucleédtidos
degenerados EL-1, EL-2, EL-3 y EL-4, que se usaron en reacciones de amplificacion por PCR.
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La mezcla de amplificacion estaba compuesta por: 500 ng de ADN de epimastigotes de 7. cruzi,
100 ng de cada uno de los oligonuclecleotidos utilizados, 1.5 mM de MgCl;, 0.2 mM de cada
dNTP, buffer Taq 1x y 2.5 U de Tag ADN polimerasa. El volimen final fue de 100 pl. Los
tiempos y temperaturas de las reacciones fueron:

5 min a 95°C (desnaturalizacion inicial del ADN)
1 min a 95°C (desnaturalizacion)

1 min a 50°C (anidado) :] x 30 ciclos
1 min a 72°C (elongacion)

10 min a 72°C (elongacion final)
Las reacciones se analizaron por electroforesis en gel de agarosa 1 %.

- Clonado y andlisis de los fragmentos de PCR

Todos los fragmentos de PCR obtenidos en la amplificacion con los oligonucleotidos EL-1 y EL-
3 se rellenaron con la enzima Klenow y se fosforilaron en 5°. Luego se ligaron al vector pBS
SK+ digerido con EcoRV y tratado con fosfatasa. La mitad de la reaccion de ligacion se usé para
transformar bacterias competentes de la cepa DHSa. Las mismas se sembraron en
LBagar+ampicilina+IPTG+X-gal y se incubaron durante toda la noche a 37°C. De las colonias
obtenidas se repicaron las blancas y algunas celestes, y se les extrajo el plasmido. Luego, se
analizaron por digetion con la enzima Pwull, que digiere el pBS SK+ (sin inserto) en 2 sitios
liberando un fragmento de 450 pb. Todos aquellos plasmidos con insertos de 350 se
secuenciaron utilizando los oligonucleétidos T3 y T7.

7.2- Etapa 2: Clonado y secuenciacién de la region 5’ de los genes tzcrk 1y 3.

Para el clonado de la region 5° de los genes tzcrk 1 y tzerk 3 se realizaron ensayos de RT/PCR.
En las reacciones de RT se utilizaron 700 ng de ARN total empleando hexameros disefiados al
azar como secuencias iniciadoras para la actividad de la enzima.

Como oligonucledtido 5° en las reacciones de PCR se utiliz6 el ME. Los oligonucleétidos 3’
empleados en las reacciones de PCR se disefiaron a partir de las secuencias identificadas en la
etapa 1 paratzcrk 1y 3.

7.2.1- Region 5’ de tzcrk3.

- Amplificaciones por PCR

Mitad de la reaccion de RT se emple6 como molde en la PCR (50 pl) usando 100 ng de los
oligonucledtidos ME y TC3et2 con una concentracion de 1.5 mM de MgCl;, 0.2 mM de cada
dNTP y 2.5 U de ADN Taq polimerasa. Los tiempos y temperaturas de la PCR fueron:
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5 min a 95°C (desnaturalizacion inicial del ADN)
30 seg a 95°C (desnaturalizacion)

30 seg a 68°C (anidado) :l x 35 ciclos
1 min a 70°C (elongacion)

10 min a 70°C (elongacion final)
5 pl de cada reaccion se analizaron por electroforesis en gel de agarosa 1.4 %.

- Clonado de los productos de PCR y secuenciacion.

Los productos del resto de la PCR (45 pl) se rellenaron con Klenow, se fosforilaron en 5 y se
ligaron al vector pBS SK+ digerido con EcoRV y tratado con fosfatasa. Mitad de la reaccion se
us6 para transformar bacterias competentes (cepa DH5a) las que se sembraron sobre
LBagar+ampicilina+X-gal+IPTG. 10 colonias blancas se repicaron en medio LB+ampicilina y se
les extrajo el plasmido. Los mismos fueron digeridos con la enzima de restriccion Pvu II para
determinar si tenian inserto. Aquellos con insertos del tamafio esperado (aprox. 300 pb), se
secuenciaron y analizaron.

7.2.2- Region 5’ de tzcrk 1.

- Amplificaciones por PCR.

Se realizo una PCR (50 ul) (PCR I) con los oligonucledtidos ME y TClet2-I usando como
templado 10 pl de la RT. 1 pl de esta PCR se emple6 como templado en una segunda PCR (PCR
semianidada) con los oligonucledtidos ME y TClet2-II. Los tiempos y temperaturas de ambas
PCRs fueron:

5 min a 95°C (desnaturalizacion inicial del ADN)
30 seg a 95°C (desnaturalizacion)

1 min a 68°C (anidado) :| x 30 ciclos
1 min a 72°C (elongacion)

10 min a 72°C (elongacion final)

- Andlisis por Southern blot, clonado y secuenciacion.

5 ul de cada PCR (I y II) se sembraron en un gel de agarosa 1%; los fragmentos sometidos a
elecctroforesis se transfirieron por capilaridad ascendente a nylon Hybond N+. La misma se
bloqued e hibrid6 con el oligonucledtido TClet2-1II marcado por end labeling. Luego de los
lavados, la membrana se expuso a una pelicula autorradiografica.

Los 45 pl restantes de la PCR II (ME/TCl1et2-1I) se clonaron en el vector pBS SK+ digerido con
EcoRV y tratado con fosfatasa. Aquellos plasmidos con insertos del tamafio esperado se

secuenciaron.
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7.3- Etapa 3: Clonado de la region 3’ de tzerk 1 y tzerk 3.

Para el clonado de la region 3’ de ambos genes se aplico la técnica jumping PCR. Esta técnica
sirve para amplificar regiones de ADN que esten bordeando alguna secuencia ya conocida (ver
concepto teorico en seccion Resultados)

Se disefiaron, para cada quinasa, 3 oligonucleotidos a partir de los extremos 3 ya identificados
en la etapa 1.

7.3.1- Jumping PCR para tzcrk 1 y tzerk 3
(ver figura 14, seccion Resultados).

- Amplificaciones por PCR

Las primeras PCRs (PCRsl) para tzcrk3 y 1 se realizaron con 50 ng de ADN genomico de
epimastigotes de I. cruzi, a una temperatura de anidado de 50°C. Como iniciadores 5’ se
emplearon los oligonucleotidos TC3et3-I para tzcrk3 y TClet3-I para tzcrkl y como iniciadores
3°, 14 oligonucleodtidos con secuencias totalmente inespecificas. Cabe aclarar que se realizaron
14 PCRsl independientes para cada quinasa, todas con el mismo iniciador sentido, TC3et3-1 o
TClet3-], y los distintos iniciadores antisentido (inespecificos). 1 pl de estas PCRs se usé como
molde en segundas PCRs (PCRs II), con los mismos oligonucledtidos inespecificos y TC3et3-II
para tzerk3 y TClet3-1I para tzcrk1. La temperatura de anidado se fijé en 60 °C.

PCRI

5 min a 95°C (desnaturalizacion inicial del ADN)
1 min a 95°C (desnaturalizacion)

1 min a 50°C (anidado) :| x 30 ciclos
1 min 30 seg a 72°C (elongacion)

10 min a 72°C (elongacion final)

PCRII

5 min a 95°C (desnaturalizacion inicial del ADN)
1 min a 95°C (desnaturalizacion)

1 min a 60°C (anidado) :| x 30 ciclos
1 min 30 seg a 72°C (elongacion)

10 min a 72°C (elongacion final)

- Andlisis por Southern blot, clonado y secuenciacion.

5 ul de las PCRs I y II correspondientes a las amplificaciones para cada quinasa fueron
sometidos a electroforesis en geles de agarosa 1%. El ADN se transfiri6 2 membranas de nylon
Hybond N+, las que se hibridaron con TC3et3-1II para tzcrk3 o TClet3-III para tzcrkl y se
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expusieron a peliculas autorradiograficas de rayos X. Luego se seleccionaron aquellas PCRs en
las cuales la sonda revelo bandas de un tamafio mayor a 600 pb. Los 45 pl restantes de estas
PCRs se ligaron a pBS digerido con EcoRV y tratado con fosfatasa y se transformaron bacterias
competentes las cuales se sembraron en LB+amp.+X-gal+IPTG. Las colonias se transfirieron a
filtros de nylon Hybond N, se hibridaron con las sondas TC3et3-IIl o TClet3-III y se expusieron
a placas autorradiograficas. Cinco colonias positivas de cada placa se repicaron en medio liquido
(LB+amp) y se miniprepararon. Los plasmidos se digirieron con Pvull y se analizaron por
electroforesis en gel de agarosa 1 %. Los clones cuyos insertos eran del tamafio esperado se
secuenctaron.

7.4- Etapa 4: Clonado de los genes completos tzerkl y tzerk3.

Se disefiaron los oligonucleotidos TC3-5" y TC3-3 para tzcrk3 y TC1-5” y TC1-3’ para tzerkl, a
partir de las secuencias 5’ y 3” obtenidas en las etapas 2 y 3 repectivamente. En el extremo 5’ de
los iniciadores sentido, TC3-5" y TC1-5,” se agrego la secuencia de corte para la enzima de
restriccion BamHI y en el extremo S’ de los iniciadors antisentido, TC3-3" y TC1-3’, se agregd
la secuencia de corte para Stul. Estos oligonucledtidos se emplearon en PCRs usando como
templado 50 ng de ADN de epimastigotes de 7. cruzi. Los productos de PCR se separaron por
electroforesis en geles de agarosa 1 % y las bandas correspondientes a tzcrk3 (930 pb) y tzcrkl
(900 pb) se purificaron del gel con el kit geneclean. Los fragmentos se digirieron con las
enzimas BamHI y Stu I y se subclonaron en el sitio BamHI/Smal del vector de expresion
pGEX4T-3 en marco con la proteina glutation S-transferasa (GST).

PCR

5 min a 95°C (desnaturalizacion inicial del ADN)
1 min a 95°C (desnaturalizacion)

1 min a 60°C (anidado) :l x 30 ciclos
1 min 30 seg a 72°C (elongacion)

10 min a 72°C (elongacion final)

8 - ORGANIZACION GENOMICA DE tzcrkl y tzerk3: PROCEDIMIENTO.

10 ug de ADN de epimastigotes de 7. cruzi se digirieron por separado con las enzimas de
restriccion BamHI, EcoRI, HindIIl, Kpnl, Pstl y Sacl. Las digestiones fueron sometidas a
electroforesis en geles de agarosa 0.7% y al finalizar la migracion el ADN se transfirié a
membranas de nylon. La hibridacion se realizé con la solucion QuickHyb (Stratagene) segtn las
instrucciones del fabricante. Como sondas se utilizaron los fragmentos BamHI/NotI de los clones
pGEX4T-3-tzcrk1 y pGEX4T-3-tzcrk3, correspondientes a los genes completos.



9 - ANALISIS POR NORTHERN BLOT: PROCEDIMIENTO.

20 pg de ARN total de epimastigotes de 7. cruzi se resolvieron por electroforesis en geles de
agarosa con formaldehido y se transfirieron a membranas de nylon. Los fragmentos utilizados
como sondas para tzcrk1 y tzcrk3 se obtuvieron por digestion de los clones obtenidos en la etapa
1 con las enzimas HindIII/EcoRI y Accl/Pstl, respectivamente. Los fragmentos se purificaron de
gel y se marcaron por random primming.

10 - ESTUDIO POR RT/PCR DE LA EXPRESION DE tzcrk1 Y tzcrk3: PROCEDIMIENTO

ARN total de epimastigotes y tripomastigotes de T. cruzi de la cepa CL se extrajo por el método
de fenol-acido. Se realizaron reacciones de RT con distintas concentraciones, 10, 50, 200 y 500
ng de ARN total de tripomastigotes y epimastigotes de 7. cruzi. Las PCRs para tzcrk3 y tzcrkl se
hicieron con 10 pl de las RTs con los oligonucleétidos ME y TC3et2 o ME y TClet2-1. Los
tiempos y temperaturas de las PCRs fueron:

5 min a 95°C (desnaturalizacion inicial del ADNc)
30 seg a 95°C (desnaturalizacion)

30 seg a 65°C (anidado) ] x 30 ciclos
: min a 72°C (elongacion)

~ min a 72°C (elongacion final)
5 pl de cada una de las PCRs se resolvieron en gel de agarosa 1 %.

11 - TECNICAS UTILIZADAS PARA EL ESTUDIO DE LAS PROTEINAS TZCRK1 Y
TzZCRK3.

11.1- Cultivo de células COS-7.
Células COS-7 se crecieron en estufa a 37°C con atmoésfera de CO, en medio DMEM+10% de
suero fetal bovino.

11.2- Preparacion de extractos proteicos.
11.2.1- Pardsitos.

Pellets celulares de distintos estadios del parasito se resuspendieron en solucion de lisis y se
incubaron por 30 min a 4°C. Luego, se centrifugaron por 10 min a 8400 xg y la concentracion
proteica del sobrenadante se determiné por Bradford.

Alternativamente, pellets celulares de la forma epimastigote se resuspendieron en solucion
SK-+inhibidores de proteasas y se sometieron a 3-5 ciclos de congelamiento y descongelamiento.
La ruptura se confirmé por visualizacion al microscopio. Los homogenatos se centrifugaron
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diferencialmente, en rotor SS34 o Ti865, para obtener fracciones parcialmente purificadas, segun

el siguiente esquema:

Homogenato
l 490 xg, 15 mina 4 °C
/
Peller: Nucleos Sb

i 6000 xg, 15 mina 4 °C

-
Peller: Kinetoplasto  Sb
100000 xg, 1 hr. a 4 °C

Pellet: Membranas  Sb (S100)
(P100)

En casos en los cuales se partié de muy poco material, los pellets celulares se resuspendieron en
solucion SK+inhibidores de proteasas, se rompieron por congelamiento y descongelamiento y las
centrifugaciones se realizaron en microcentrifuga hasta obtener un sobrenadante de 23000xg.

Soluciones.

Solucion de lisis: 50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 10 mM NaF, 0.1 mM
VOs3Na, S mM EDTA, 5 pg/ml leupeptin, 1 mM PMSF, 25 U/ml aprotinin

Solucion SK: 0.25 M sacarosa, 5 mM KCl

Inhibidores de proteasas y fosfatasas: 0.5 mM TLCK, 1 mM benzamidina, 1 mM PMSF,
25U/ml trasylol, 10 pg/ml de leupeptina, 2 pg/ml inhibidor de tripsina, 0.1 mM VO;Na y 10 mM
NaF.

11.2.2- Células CQOS-7.

Células COS-7 se lavaron 3 veces con PBS frio y se les agreg6 0.6-1 ml de solucion de lisis. Se
incubaron en frio por 5 min y se cosecharon. Los homogenatos se centrifugaron a 15000 xg por
20 min a 4°C. Los sobrenadantes se cuantificaron por Bradford.

Solucién de lisis: 20 mM HEPES pH 7.5, 1% NP-40, 10 mM EGTA, 2.5 mM MgCl;, 1 mM
DTT, 40 mM B-glicerofosfato, I mM PMSF, 2 mM VO;Na, 3 pg/ml de aprotinina y 3 pg/ml de
leupeptina.

11.3- Electroforesis en Geles de Poliacrilamida Desnaturalizantes (SDS-PAGE).
Se utiliz6 el método de Laemmli (1970). Se armaron geles desnaturalizantes (0.1 % SDS)
discontinuos en celdas BioRad 220. Las muestras a ser analizadas se prepararon agregandoles los
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volimenes correspondientes de buffer de siembra 5 x y calentandolas por 3-5 min a 100°C.
Como buffer de corrida se usé tris-glicina-SDS 1x. Los marcadores de peso molecular usados
fueron los de GibcoBRL de 14.3 a 200 kDa.

11.4- Ensayos de Western blot.

Extractos proteicos (15-100 pg) fueron resueltos en geles SDS-PAGE al 10-12 % y luego
electrotransferidos a membranas de nitrocelulosa (Amersham-C). La transferencia se hizo en
cuba de inmersion (Bio-Rad) utilizando tris-glicina 1x/20% metanol durante 1-1.5 hrs a 100-80
V. Las membranas fueron incubadas durante 20 min - 1 hr. con solucion de bloqueo (5 % leche
descremada o 4% BSA en buffer TBS-T) y luego con los correspondientes anticuerpos primarios
durante 1 - 2 hrs a temperatura ambiente. Las membranas se lavaron 3 veces con TBS-T, se
incubaron durante 20 min - lhr. con los correspondientes segundos anticuerpos acoplados a
perusidasa y se volvieron a lavar. Como sustrato para la peroxidasa se usé el kit de
quimiofuminiscencia Renaissance (NEN-Dupont). Los anticuerpos se diluyeron en 5% leche
descremada 0 0.4% BSA.

11.5- Purificacién de proteinas recombinantes.
1{.8 1. Purificacion de proteinas fusionadas a GST.

culte 5 saiurados de E. coli, cepa DH5a transformadas con pGEX4T-3/Rb o pGEX4T-3/tzcrk]
se diluyeron 1/20 con medio LB + ampicilina y se incubaron a 37°C hasta una DOsss=0.5. Luego
se les agreg6é IPTG hasta una concentracion final de 0.2 mM y se dejaron crecer 3 hr. El cultivo
bacteriano se centrifugd y el pellet se resuspendié en solucion de lisis. Posteriormente se les
agregd TritonX-100 hasta una concentracion final de 0.1 % y 50 pg/ml de lisozima y se incubd
pot 15 min en hielo; luego se agregd 1 volumen de solucion alta-sal y se centrifugé 1 hr. a
100000xg a 4°C. El sobrenadante se incubd lhr a 4°C con 300 pl de glutation-agarosa
(Pharmacia), se centrifug6 5 min a 3000 rpm y el pellet se lavo con buffer de lisis. La proteina
recombinante (GST-TzCRK1) se eluy6 con 10 mM de glutation y se cuantifico por SDS-PAGE.

Soluciones.

Solucién de lisis: 50 mM Tris-HCl pH 8, 20 % sacarosa, 0.1 mM EDTA, 10 mM B-
mercaptoetanol, 1 mM PMSF, 2 pg/ml de aprotinina, 2 pg/ml de leupeptina.

Sotuc10a aita-sal: 50 mM Tris-HCI pHS8, 0.6 M KCl, 10 mM B-mercaptoetanol, 1 mM PMSF, 2
ug/ml de aprotinina, 2 pg/ml de leupeptina.

11.5.2- Purificacion de proteinas que forman cuerpos de inclusion (His-TzCRK3).

Cultivos saturados de E. coli, cepa DHSa transformadas con pRSET-tzcrk3 se diluyeron 1/20
con medio LB + ampicilina + cloranfenicol y se incubaron a 37°C hasta una DOsss=0.5. Luego
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se les agregd IPTG hasta una concentracion final de 0.2 mM y se dejaron crecer 3 hr. El cultivo
bacteriano se centrifugo y el pellet se resuspendio en solucion de lisis + 100 pg/ml de lisozima.
Luego de 20 min se le agrego deoxicolato de sodio y se lo incub6 a 37°C hasta ver la formacion
de una solucion viscosa. La misma se trato con DNAsa I y luego se centrifugd a 12000 xg. El
pellet obtenido se resuspendio en buffer de lisis y se centrifug6 a 12000 xg; el pellet se lavo con
agua y se resuspendio en buffer de siembra el cual permite la desnaturalizacion de los cuerpos de
inclusion. Los cuerpos de inclusion desnaturalizados se sembraron en una columna de niquel,
que tiene la capacidad de unir aminoacidos como la histidina. De esta manera la proteina his-
TzCRK3 queda retenida a la misma. La elucion se hizo con 300 mM de imidazol. Luego se
procedio a la renaturalizacion de la enzima por remocion de la urea. La fraccion eluida se coloco
en una bolsa de dialisis (cut off 12000 kDa) y se procedié con la dialisis utilizado sucesivas
soluciones de concentraciones decrecientes de urea hasta remover todo el agente caotropico.

Soluciones.

Solucion de lisis: 0.5% Tritén X-100, 10 mM EDTA, inh de proteasas.

Solucion de siembra: 6M urea, 40 mM imidazol, 4M NaCl, 160 mM Tris-HCI pH7.9, 0,1% NP-
40.

Soluciones de dislisis: 50 mM Tris-HCI pH6.8, 10 mM B-mercaptoetanol, concentraciones de
urea de 2 M, 1 My sin urea.

11.6- Preparacion de los antisueros GST-TzCRK1 e His-TzCRK3.

Para cada quinasa se injectaron subcutameamente 2 conejos con 0.5-1 mg de las proteinas
recombinantes mezcladas con adjuvante de Freund completo. A los 30 dias se los volvié a
injectar con la misma preparacion antigénica y se sangraron un mes mas tarde. La especificidad
del antisuero GST-TzCRK1 fue ensayados de Western blot.

11.7- Purificacién de IgGs de conejo.

1 ml de sueros totales se precipitaron con 40 % sulfato de amonio. Los pellets obtenidos se
resuspendieron en 1 ml de PBS y se dializaron contra 50mM de buffer fosfato de sodio pH 6.5.
Los dializados se sembraron en una columna de DEAE previamente equilibrada con 50mM de
buffer fosfato de sodio pH 6.5. Se tomaron fracciones de 0.5 ml a las cuales se les midio la
actividad por Western blot. Las fracciones capaces de reconocer a la TzCRK1 en la fraccion
citosolica se juntaron y se guardaron a 4°C.

11.8- Ensayos de inmunoprecipitacion y co-precipitacén.

Extractos solubles se incubaron con los correspondientes anticuerpos o con la proteina p13SUCI1
unida a agarosa. Las fracciones fueron previamente preclarificadas con proteina A-agarosa
durante 20 min a 4°C. Las incubaciones con los sueros y pl3-agarosa se hicieron durante 1.5-2
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hs a 4°C. Las fracciones con los sueros se incubaron con la proteina A-agarosa durante 30 min a
4°C vy se precipitaron. Los pellets de p13-agarosa y proteinaA-agarosa se lavaron 3 veces con
500 ul de PBS 1x y se utilizaron en ensayos de quinasa o se resuspendieron en buffer de siembra
y se resolvieron por SDS-PAGE.

11.9- Ensayos de Actividad de Quinasas de proteinas.
Segun la fuente de enzima y los sustratos utilizados, se realizaron distintos tipos de ensayos para
determinar actividad de quinasa.

11.9.1- Ensayos analizados por SDS-PAGE.

- Para las proteina recombinates GST-TzCRK1 e His-TzCRK3.

La medicion de la actividad se realiz6 con distintas concentraciones de las mismas empleando
histona Hl y GST-Rb como sustratos. El buffer de reaccion estaba compuesto por 50 mM
HEPES pH 7.5, 10 mM MgCl;, 1 mM DTT, 2.5 mM EGTA, 5 mM MnCl,, 0.5 mM NaF, 0.4
mM ortovanadato de sodio y 5 uCi [y-*>P]ATP. El ensayo de quinasa para histona H1 se realizd
con 0.2 mg/ml de la misma y, segun la quinasa, distintas concentraciones de ATP no marcado.
Para la proteina retinoblastoma, se emplearon 0.025 mg/ml de una proteina recombinante GST-
Rb y 0.01 mM de ATP no marcado. El tiempo de reaccion fue de 30 min a 30°C en un volumen
final de 30pl; la reaccion se detuvo con 10 pl de buffer de siembra 5x. Las muestras se hirvieron
por 2 min y se sembraron en un SDS-PAGE 12 %.

- Para proteinas inmunoprecipitadas o co-precipitadas con p13-agarosa:

Luego de las precipitaciones, los pellets fueron utilizados como fuentes de enzima; los mismos
se resuspendieron en 30 pl de buffer de reaccion conteniendo histona H1 o la proteina Rb con
concentraciones variables de ATP no marcado. El tiempo de reaccion fue de 30 min a 30°C y se
detuvo con 10 pl de buffer de siembra 5x. Las muestras se hirvieron por 2 min y se sembraron en
un SDS-PAGE 12 %.

11.9.2- Ensayos utilizando P8I.

Como fuente de enzima se usaron distintas concentraciones de la proteina recombinante His-
TzCRK3. Las proteinas utilizadas como sustratos fueron histona H1 (0.5mg/ml), histona HII
(1mg/ml), histona HIV (1mg/ml), histona HVII (1mg/ml), histona HVIII (1mg/ml), protamina
(1mg/ml), y los péptidos GS (25 pM) y sintide-2 (25 pM). La reaccion se inici6 con el agregado
de la mezcla radioactiva [S0 mM Tris-HCI pH 7.5, 10 mM MgCl,, 1 mM DTT, 2.5 mM EGTA,
5 mM MnCl,, 0.5 mM NaF, 0.1 mM ortovanadato de sodio y 10 uM [y->’P]JATP (1000
cpm/pmol)] y se incubé durante 10 minutos a 30°C. Luego de la incubacion, la reaccion se
detuvo colocando 40 pl sobre papeles de fosfocelulosa Whatman P-81 (2x2 cm), que se
sumergieron inmediatamene en 75 mM acido fosforico (en baiio de hielo) y se lavaron tres veces
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por 10 min en la misma solucién (Roskoski, 1983). Los papeles se secaron y se contd la
radioactividad en una solucion centelleante de tolueno-omnifluor.

11.10- Sincronizacion de cultivos por el método de la hidroxiurea.

La sincronizacion se realizo en colaboracion con el grupo del Dr. Galanti, Universidad de Chile,
Santiago. Se sincronizaron cultivos de epimastigotes de 7. cruzi con hidroxiurea segun Galanti,
N. et al 1994. La sincronizacion de los parasitos se determiné por medicion de la incorporacion
de timidina H* (Galanti, N. et al 1994). Se tomaron muestras a los tiempos 0, 2, 4, 12, 15, 18 y 24
hs. luego de la remocién de la hidroxiurea. Los pellets de epimastigotes se lavaron con PBS y se
congelaron a -70°C hasta su utilizacion.

11.11- Sincronizacién de amastigotes.
Amastigotes axénico de la cepa Miranda, clon 83 fueron sincronizados en colaboracion con el
Dr. Engel, Universidad de San Francisco, USA, segun Engel, J.C., 1988.

11.12- Inmunocitoquimica, microscopia electrénica.

Los amastigotes sincronizados fueron fijados con 2% paraformaldehido-0.05%glutaraldehido en
0.1M buffer fosfato, pH7.4, por 24 hrs a 4°C. Luego, los amastigotes fueron crioprotegidos,
congelados y seccionados. Estos se incubaron con IgGs purificadas del suero anti-TzCRK1 y
luego de los lavados, se incubaron con un segundo anticuerpo anti-IgGs de conejo marcado con
oro. Como control negativo se us6 un suero normal de conejo.

11.13- Transfeccién de células COS-7.

Una placa confluente de células COS-7 se diluyd Y el dia anterior a la transformaciéon. Se
preparo, en un volumen de 600 pl, una mezcla de ADN conteniendo 1-5 pg de ADN plasmidico,
300 pg/ml de DEAE-dextrano y PBS. En el momento de la transformacion las células se lavaron
2 veces con PBS. Luego del segundo lavado se aspird todo el liquido y se agrego6 la mezcla de
ADN asegurandose que toda la superficie de la placa quede totalmente cubierta. Las placas se
colocaron en estufa a 37°C con atmosfera de CO; por exactamente 30 min., mezclando cada 5-10
min para que todas las células esten en contacto con la solucién. Luego se le agregaron 6 ml de
medio DMEM+12 ul de una solucion 80 mM de cloroquina (concentracion final 160 uM). Las
placas se colocaron en estufa a 37°C con atmosfera de CO; por 2.5-3.5 hrs. El medio se aspir6 y
las células se dejaron incubando en estufa con 8-10 ml de medio DMEM+10% suero fetal
bovino. Al dia siguiente se cambié el medio y las células se cosecharon luego de 48 hrs.

11.14- Ensayos de mhibicién de la actividad quinasa.

Inmunoprecipitados utilizando el antisuero anti TZCRK1 y 1 pg de la proteina recombinante
GST-TzCRKI1 se incubaron con distintas concentraciones de los inhibidores flavopirindol,
olomucina y roscovitina y se estudié la capacidad de la quinasa de fosforilar histona H1. Se
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ensayaron concentraciones de los inhibidores hasta 100 uM para roscovitina, hasta 1 mM para
olomucina y hasta 500 uM para flavopiridol. Los ensayos de quinasa se realizaron utilizando 50
HM de ATP y las reacciones se resolvieron por SDS-PAGE. Como controles positivos se
ensayaron las quinasas sin el agregado de los inhibidores. Las soluciones concentradas para los 3
inhibidores se prepararon disolviendo los mismos en DMSO, segun las instrucciones de los
fabricantes. En el momento de usar se prepararon diluciones de los mismos utilizando agua.

12 - TECNICAS UTILIZADAS PARA ENSAYOS CON LEVADURAS.
12.1- Transformacién de levaduras.

12.1.1- PequenRia escala.
Se inocularon 10 ml de medio YPD con una colonia grande de las levaduras a ser
transformadas. Se dejo crecer, segun la cepa de levadura, a 23°C o 30°C durante toda la
noche.
Se diluy6 en 50 ml de YPD hasta una DOgoonm =0.5 y se dejo crecer con agitacion durante 2-
4 hrs a las temperaturas correspondientes.
Se cosecharon por centrifugacién a 2500 rpm y Ta. El pellet se resuspendié en 40 ml de TE o
H20 y se volvi6 a centrifugar a 2500 rpm y Ta.
El pellet se resuspendio en 2 ml de solucién LiAc y se incub6 por 10 min a Ta.
1-2 pg de plasmido a ser transformado se mezclé con 50 pl de una mezcla de ADN carrier
preparada en el momento.

Preparacion de ADN carrier. se hirvieron por 5-10 min 200 pl de ADN de esperma de salmén
sonicado de concentracion 10-20 pg/ml. Se le agregaron inmediatamente 800 ul de solucién
LiAc, se mezclo vigorosamente y se coloco en hielo hasta que alcanzo a Ta.

A la mezcla de ADN (plasmido+ADN carrier) se le agregaron 100 pul de las levaduras en
solucion LiAc y se mezclaron bien.

Luego se le agregaron 700 pl de la solucion PEG-LiAc, se mezclo con vortex y se incubo
con agitacion por 30 min - 1 hr. a 23°C o 30°C.

Se incubo a 42°C por 7-10 min. (golpe de calor).

Se centrifugaron a max velocidad por 20 segundos. El sobrenadante se descarto y el peller de
levaduras sé resuspendio en 150 ul de TE y se plaqued en los correspondientes medios de
seleccion.

12.1.2- Gran Escala

Se partio de levaduras L40 transformadas con el vector pBTM116-tzcrkl y seleccionadas en
placas Yc-TULys.

- Se creci6 un cultivo de 5 ml de L40/lexA-tzcrk1 en medio Yc-TULys durante toda la noche a
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30°C.

Se inocularon los 5 ml en 100 ml del mismo medio y se dejo crecer durante toda la noche a
30°C.

El cultivo saturado se diluy6 hasta una DOgoonm=0.3-0.5 en 300 ml de medio YPD+40 pg/ml
de adenina y se dejo crecer en agitacion a 30°C durante 4 hrs.

Las levaduras se cosecharon por centrifugacion a 2500 rpm por S min a Ta.

El pellet se resuspendio en 250 ul de TE y se volvié a centrifugar.

El pellet se resuspendi6 en 10 ml de solucion LiAc y se incub6 por 10 min a Ta.

Se le agrego6 una mezcla de ADN compuesta por 250 pg de la biblioteca plasmidica y 1 ml de
ADN carrier.

Se le agregaron 70 ml de solucion PEG-LiAc, se mezcl6 bien y se incubd con agitacion por
30 min a 30°C.

Se le agregaron 6 ml de DMSO, se mezclé bien y se incubé a 42°C por 6 min (golpe de
calor) agitando ocacionalmente para permitir una temperatura homogénea.

Se enfrié rapidamente hasta Ta en bafio de agua y se centrifug6 a 2500 rpm por 5 min a Ta.
Las levaduras se lavaron con 300 ml de TE. El pellet se resuspendié en 500 ml de YPD y se
incubd con agitacion por 1 hr. a 30°C.

Las levaduras se centrifugaron y se volvieron a lavar con 300 ml de TE.

Se sembraron 1/10* del volumen total en placas Yc-TUL para medir la eficiencia de
transformacion y las levaduras se volvieron a centrifugar a 2500 rpm por 5 min a Ta.

El pellet se resuspendi6 en 500 ml de Yc-TUL y se incubd con agitacion a 30°C por 16 hrs.
Las levaduras se cosecharon y se lavaron con 250 ml de TE.

El pellet final se resuspendié en 5 mi de TE.

Se sembraron 200, 150, 100, 50 y 10 pl en placas Yc-THULL vy se dejaron en estufa a 30°C
por 3-5 dias.

Medios.

YPD: 2%p/v de peptona, 1%p/v extracto de levaduras, 2% dextrosa.

Medios Yc (para levaduras L40 ): (1 litro) disolver 1.2gr.base nitrogenada de levaduras sin
aminoacidos y sulfato de amonio, 5gr. sulfato de amonio, 10gr. acido succinico, 6gr. NaOH, 0.1
gr. de los aminoacidos ade, arg, cis, (leu), (lys), tre, (trp), ura y 0.05 gr. de los aminacidos asp,
(his), ile, met, phe, pro, ser, tir, val, en 900 ml de agua, autoclavar, y agregar 20% de glucosa.
Aminoacidos entre paréntesis: aminoacidos excluidos en medios drop-out (excluyentes) segun
corresponda.

Medios drop-out (para levaduras L40):

Yc-TULYys: Yc sin trp, ura, lys.

Yc-THULL: Yc sin trp, his, ura, leu, lys.

Yc-TUL: Yc sin trp, ura, leu.
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Yc-TULL: Yc sin trp, ura, lue, lys.

Soluciones.
Solucién LiOAc: 0.1 M LiOAc, 10 mM Tris-HCI pHS8, 1 mM EDTA pHS.
Solucién PEG-LiOAc: 40%p/v PEGasso, 0.1 M LiOAc, 10 mM Tris-HCI pH8, 1 mM EDTA

pHS.

12.2- Medicién de actividad f-galactosidasa.
Se midi6 la actividad de B-galactosidasa de levaduras L40 transformadas con pBTM116-tzcrkl y
la biblioteca de cDNA, capaces de crecer en el medio de selecciéon Yc-THULL.
Se transfirieron colonias de levaduras a filtros de nitrocelulosa.
Las membranas se colocaron, colonias hacia arriba, sobre un soporte de aluminio que flotaba
en nitrégeno liquido. Luego de 30 segundos se sumergieron por 5 segundos.
Los filtros se colocaron, colonias hacia arriba, sobre papel Whatman™ 3MM vy se los dejo
descongelar a Ta.
Luego se colocaron dentro de la tapa de una caja de petri (10 cm diametro) sobre papel
Whatman™ 3MM humedecido con buffer Z + 50 pl de 25 mg/ml X-gal. La caja se tapd y
coloco a 30°C durante 30 min a 1 hr.

Buffer Z: 60 mM Na,HPO,, 40 mM NaH,PO,4, 10 mM KCI, 1 mM MgSO, pH7.

12.3- Preparacién de extractos proteicos.

Cultivos de levaduras crecidos hasta 1-2 x10’ células/ml se centrifugaron a 2000 rpm por 5 min.
A partir de este momento, las levaduras se mantuvieron en hielo o a 4°C. Los pellets se
resuspendieron en 250 pl de solucion de lisis y se les agregé un volumen equivalente a 200 pl de
bolitas de vidrio lavadas (0.45-0.5 mm). Se agitaron en vortex, a maxima velocidad, 6 veces
durante 1 min cada vez. Luego, se les agregaron 250 pl de solucion de lisis, se mezclo bien y el
liquido se pas6 a otro tubo. Las muestras se centrifugaron a maxima velocidad y los
sobrenadantes se cuantificaron por bradford y guardaron a -70°C.

Solucién de lisis: 100 mM Tris-HCI pHS8, 1 mM DTT, 20% glicerol, 1 mM PMSF, 25 U/ml

aprotinina, 5 ug/ml leupeptina.

12.4- Preparacién de bacterias competenes, cepa HB101.

5 ml de un cultivo en estado estacionario se inocularon en 500 ml de LB en erlenmeyer de 2L.
Se crecio con agitacion a 37°C hasta una DOssoem=0.4-0.6. Luego se coloco en hielo por 30 min
y se centrifugd a 4000 rpm por 10 min a 4°C. El pellet bacteriano se resuspendio
cuidadosamente en 100 ml de 100 mM MgCl, y se dejé en hielo por 30 min; se centrifug6 a
4000 rpm por 10 min a 4°C y el pellet se resuspendi6 en 10 ml de una solucién 100 mM CaCl,,
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15 % glicerol. Las células se alicuotaron en eppendorf estériles en volimenes de 200-500 pl, se
congelaron inmediatamente en nitrogeno liquido y guardaron a - 70°C hasta el momento de usar.
Por transformacion se utilizaron 150 pl.

12.5- Minipreparacién de plismidos de levadura para transformar bacterias.
Las levaduras se crecieron en 5 ml de medio Yc-TUL durante toda la noche y se cosecharon
por centrifugacion a 2500 rpm durante 5°a Ta.
El pellet se resuspendio en 0.3 ml de solucion de lisis y se transfirié a un tubo de 1.5 ml. Se
le agregaron 150 ul de bolitas de vidrio (0.45-0.5 mm) y 0.3 ml de fenol:cloroformo (1:1). Se
agito por 5’ en vortex.
Se centrifugd por 5° a max velocidad y se tomo la fase acuosa.
Para transformar se utilizaron 5-8 pl de la fase acuosa.

Solucién de lisis: 2% Triton X-100, 1% SDS, 100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI pHS8, 1 mM
EDTA pHS.

12.6- Transformacién de bacterias HB101 con minipreparaciones de levaduras.

Bacterias competentes de la cepa HB101 se descongelaron en hielo; 150 pl de las mismas se
mezclaron con 5-8 pl de la minipreparacion de levaduras y se incub6 por 30 min en hielo. Luego
se les dio un golpe de calor a 45°C por 45 seg — 1 min y se resuspendieron en medio NZY. Se
incubaron con agitacion a 37°C por 1 hr. y se plaquearon en medio minimo M9 + prolina +
ampicilina. Se dejaron en estufa a 37°C por 48 hrs.

Medios:

Medio NZY: 1%p/v peptona, 0.5%p/v extracto de levaduras, 0.5%p/v NaCl, 0.094%p/v MgCl,
(anhidro).

Sales M9, 5x: (1 litro) 64 gr. Na,HPO,4.7H,0, 15gr. KH,POy,, 2.5 gr.NaCl, 5gr. NH,Cl.

Medio minimo M9 + prolina: sales M9 1x, 20 % glucosa, 2 mM prolina.

13 - COMPLEMENTACION EN LEVADURAS: PROCEDIMIENTO.

13.1- Subclonado de los genes tzcrkl y 3 en los vectores pYes2(trp), YCpIF2 e YCpIF16.

Los plasmidos pGEX4T-3/tzcrk3 y pGEX4T-3/tzcrk1 se digirieron con la enzimas BamHI y
Notl para liberar los fragmentos correspondientes a los genes completos tzcrk3 y tzerkl,
respectivamente. Ambos fragmentos se purificaron de gel utilizando el kit Geneclean. tzcrk3
BamHI/NotlI se subcloné en el vector de expresion en levaduras YCpIF16 (trp+) en fusion con la
proteina HA. El gen tzcrk1 BamHI/Notl se subclono en los vectores YCpIF2 (leut) y pYesatrp

(trp+).
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13.2- Transformacion y seleccion.

Levaduras mutantes de la cepa S. cereviseae, termosensibles para el gen cdc28, se transformaron
con 10 pl de minipreparaciones plasmidicas de las construcciones YCpIF16-tzcrk3, YCplF2-
tzcrkl y pYesatrp-tzcrkl. Levaduras mutantes también se transformaron con los vectores vacios
(sin insertos). Por otro lado, las construcciones YCpIF16-tzcrk3 e YCpIF2-tzcrkl se co-
transformaron en levaduras mutantes y los vectores vacios, YCpIF16 e YCpIF2, se co-
transformaron en levaduras mutantes y salvajes. Luego de las transformaciones las levaduras se
sembraron en los correspondientes medios selectivos drop out, -leu, -trp o -lew/trp y se incubaron
a 23°C durante aproximadamente 48 hrs. Levaduras transformadas se estriaron en las
correspondientes placas de seleccion con galactosa como fuente de carbono y se incubaron a
37°C durante 48-72 hrs.

14 - SISTEMA DEL DOBLE HiBRIDO: PROCEDIMIENTO.

14.1- Levadura 1.40.

MATa his3D200 trp1-901 leu2-3,112 ade2 LYS2::(lexAop) ~HIS3 URA ::(lexAop)s-lacZ gall4??
£al80??.

Los genes para histidina y lacZ estan bajo el control del promotor minimo de Gall y los
dominios de union del sistema LexA.

14.2- Vectores.

PBTM116: este vector permite la expresion de proteinas en fusion con el dominio completo de
unién al ADN de LexA (BDLexA). La proteina BDLexA no tiene una secuencia de localizacion
nuclear reduciendo el numero de falsos positivos. Este vector lleva los genes para TRP1 y B-
lactamasa.

PVPIG6: este vector permite la expresion de proteinas en fusion con el dominio de activacion de
la transcripcion de VP16 (ADVP16). Lleva los genes para LEU y B-lactamasa.

14.3- Subclonado del gen tzcrkl en el vector pBTM116.

El gen tzcrk1 se subclono en el vector de expresion en levaduras pBTM116 (trpt) en fusion con
el dominio de uniéon a ADN del sistema LexA. La estrategia de clonado se detalla a
continuacion: el vector YCpIF2/tzcrk1 se linealiz6 por digestion con la enzima de restriccion
Notl; luego, el total de la digestion se tratd con la enzima ADN polimerasa del fago T4 para
rellenar el ADN cortado y asi formar un extremo romo; la reaccion de rellenado estaba
compuesta por: 1 mM DTT, 50 pg/ ml de BSA, 300 uM de dCTP, 300 uM de dGTP, buffer T4 y
15 U de la enzima. El total de la reaccion se purifico y precipité. El gen tzcrkl se liber6 por
digestion de YCpIF2/tzcrkl x Notl/T4 con la enzima EcoRI. El fragmento correspondiente a
tzcrk1 se purifico del gel, cuantifico y ligo al vector pPBTM116 digerido con la enzimas Smal y
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EcoRl y tratado con fosfatasa alcalina de ternero (CIAP).

14.4- Transformacion y seleccion de clones positivos.

La construccion pBTM116-tzcrkl se empled para transformar levaduras de la cepa L40; las
transformantes fueron seleccionadas a 30°C en placas Yc-TULys. La expresion de la proteina
BDLexA-TzCRK1 se comprobé por Western blot utilizando el suero TzCRK1. La
L40/pBTM116-tzcrk1 se retransformo con una biblioteca de ADNc construida en el vector
pVP16 a partir de ARN total de epimastigotes de T.cruzi, gentilmente cedida por el Dr. Harvey
Eisen. Los tranformantes fueron seleccionados a 30°C en placas Yc-THULL. Se repicaron,
durante tres dias, todas las colonias capaces de crecer en el medio de seleccion y se les determind
la actividad de f-galactosidasa. Los vectores pVP16 recombinantes de las levaduras his+, lacZ+
se pasaron a bacterias E. coli, cepa HB101, y se hicieron minipreparaciones para obtener
cantidades suficientes de los mismos. Los vectores se analizaron por digestion con diferentes
enzimas de restriccion y se reagruparon.

14.5- Control de interaccién especifica.

Como ultimo paso para descartar falsos positivos se hizo el control de interaccion especifica.
Este ensayo consiste en determinar si las proteinas expresadas por estos clones son capaces de
asociarse a cualquier proteina y activar el sistema. Un clon de cada grupo se uso para transformar
levaduras de la cepa L40 portadoras del vector pBTM116 al que se le subcloné el gen para la
lamina (gen inespecifico). La seleccion de las transformantes se hizo en placas Yc-TUL. Tres
clones de cada transformacion se estriaron por duplicado en placas Yc-THULL e Yc-TUL. Las
colonias crecidas en esta ultima placa se ensayaron para actividad de -galactosidasa.

14.6- Secuenciacion y andlisis.

Todos los clones his, B-gal” ensayados con lamina se secuenciaron utilizando el oligonucleé6tido
5’pVP16 SP. El analisis y comparacion de las secuencias se realizd utilizando los programas
ORF y BLAST (Altshchul, S. y col. 1997).
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RESULTADOS

1 - CLONADO DE LOS GENES tzerkl y tzcrk3.

El clonado de los genes completos para TzCRK 1 y 3 se realizo en cuatro etapas:
Etapa 1: Clonado y secuenciacion de la region media de los genes tzcrk1 y 3.
Etapa 2: Clonado y secuenciacion de la region 5° de los genes tzcrk 1y 3.
Etapa 3: Clonado y secuenciacion de la region 3° de tzerk 1y 3.

Etapa 4: Clonado de los genes completos tzcrk1 y tzerk3.

1.1- Etapa 1: Clonado y secuenciacion de la region media de los genes tzcrkl y tzcrk3.

A partir de secuencias ya conocidas de CDKs de otros organismos se disefiaron 4
oligonucledtidos degenerados que fueron empleados en PCRs. La tabla 3 indica las
combinaciones utilizadas y los tamafios esperados. Solo se obtuvo amplificacion con la
combinacion EL-1/EL-3. La figura 10 muestra la electroforesis en gel de agarosa de los
productos de la PCR. Se pueden distinguir 6 bandas de distinto PM, correspondientes
aproximadamente a 200, 300, 350, 1200, 1600 y 2000 pb. Para esta combinacion de
oligonucleotidos se esperaba un fragmento de 350 pb, por lo cual se decidid subclonar el
fragmento de 350 pb en el vector pBS. Se realiz6 la extraccion de ADN plasmidico de 20
colonias y se analizaron por digestion con la enzima de restriccion Pvu I1. De los 20 plasmidos
solo 9 tenian el inserto esperado de 350 pb y se procedi6 a la secuenciacion de los mismos.
Cuatro de ellos tenian el mismo inserto cuya secuencia nucleotidica codificaba para un
polipéptido que mostré 90% de identidad con la secuencia correspondiente a la proteina CRK3
de Trypanosoma brucei (TbCRK3) (datos no mostrados). A esta secuencia se la denomind
tzcrk3. La secuencia del inserto de otro plasmido codificaba para un polipéptido que presentaba
una identidad del 85.8 % con la CRK1 de T. brucei, 84% con la CRK1 de T. congolense y 78.3
% con la CRK1 de L.mexicana mexicana (datos no mostrados) y se la nombro tzerk].

COMBINACION TAMANO ESPERADO
iniciador 5’ iniciador 3’
EL-1 EL-3 350 pb
EL-2 EL-3 260 pb
EL-1 EL4 475 pb
EL-2 ELA4 375 pb

Tabla 3. Combinacién de iniciadores empleados en la PCR de la etapa 1.
Tamafios esperados de fragmentos de PCR, al utilizar las combinaciones de
iniciadores indicadas, de acuerdo a las distancias promedio, en pb, entre las
secuencias codificadas por los oligonucleétidos en las CDKs de otros organismos.
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pb

Figura 10. Productos de amplificacion de la etapa 1.
Electroforesis en gel de agarosa de los productos
obtenidos en la PCR realizada con los
oligonucleotidos EL-1 y EL-3.

1.2- Etapa 2: Clonado y secuenciacion de la region 5° de los genes tzcrk 1 y tzerk3.

Para poder identificar la secuencia 5° de los genes que codifican para TzCRK1 y 3. se decidio
realizar ensayos de RT/PCR utilizando como oligonucleotido sentido la secuencia del mini-exon.
Todos los ARN mensajeros maduros de kinetoplastidos poseen en su extremo 5° una secuencia
de aproximadamente 39 nucleotidos conocida como mini-exon (ME). Esta secuencia es
adicionada postranscripcionalmente en un evento llamado trans-splicing (Ver Introduccion,
Trans-splicing). El agregado del ME le proporciona a los mensajeros la 7 metil guanosina (cap)
en el extremo 57, necesario para la traduccion de los mismos. El ME es adicionado siempre en el
primer AG luego de una secuencia rica en pirimidinas y la distancia entre este AG y el ATG
iniciador de la traduccion es variable.

Por otro lado. para ambas CRKs, se disefiaron oligonucléotidos 100 % idénticos a las secuencias
ya identificadas, para ser usados como iniciadores antisentidos.

1.2.1- Clonado, secuenciacion y analisis de la region 5’ de tzcrk 3.

Se realizo una RT/PCR como se indica en la seccion Mat y Mét en la cual se amplifico un
fragmento de 300 pb. El mismo se subclono en el vector pBS y los insertos del tamaino esperado
se secuenciaron. Por comparacion se determino que correspondian a la region 5° de tzerk3. Por
otro lado, al analizar la region 5* no codificante (5’NC) de los distintos clones, que comprende
desde el ME hasta el ATG iniciador, se observo que existian dos tipos diferentes de secuencias,
que se las denomino tzerk3a y tzerk3b. La figura 11 muesta la comparacion entre ambas regiones
S’NC. Como se observa, la secuencia del clon tzcrk3a es 20 nucledtidos mas corta. Estos
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5°’NC. Como se observa, la secuencia del clon tzcrk3a es 20 nucledtidos mas corta. Estos
resultados indican que existen al menos dos genes capaces de ser transcriptos, que codifican para
la proteina TzZCRK3.

i0 20 30 40 50

tzcrk3b
60 70 80 90 100
ViR, e — ATGACTACTCTCA
tzerk3b  AAAACTGCAA GT. ATGACTACTCTCA
110 120 130 140 150

tzcrk3a CTACCTTGCC GAGCCGGCCG CTITTCTTCAA ACACCCGAGA GCAGTTTIGAA
tzcrk3b CTACCTTGCC GAGCCGGCCG CTTTCTTCAA ACACCCGAGA GCAGTTTGAA

Figura 11. Comparacion de la secuencia nucleotidica de los 2 tipos de regiones
5’ determinadas para tzerk 3.

Sombreado gris, representa identidad nucleotidica en la region no codificante;
sombreado rojo, secuencia del ME,; guiones, delecion de nucledtidos; negritas,
secuencias codificantes; el ATG esta subrayado.

1.2.2- Clonado, secuenciacion y analisis de la region 5° de tzerk 1.

Se sigui6 el mismo procedimiento que para tzcrk 3 empleando los oligonucleotidos ME y
TClet2a. La RT/PCR mostr6 la amplificacion de un fragmento del tamafio esperado, el cual se
subcloné y secuencid. Al comparar con la secuencia ya conocida de tzcrkl no presentaba
identidad, por lo cual se decidié disefiar los oligonucledtidos TClet2-I, IT y III. La figura 12
muestra un esquema con la estrategia utilizada. Se realizé una RT/PCR con los iniciadores ME y
TClet2-1 y una PCR semianidada utilizando los iniciadores ME y TClet2-II. Los productos de
cada una de éstas PCRs fueron sometidos a un ensayo de Southern blot utilizando como sonda el
oligonucledtido TClet2-1Il. Esta sonda hibrid6, en ambas PCRs, con 2 fragmentos de
aproximadamente 450 y 330 pb (datos no mostrados). Los productos obtenidos en la PCR
semianidada sé subclonaron. Todos los plasmidos con insertos de aproximadamente 450 y 330
pb se secuenciaron y analizaron. Existian 4 tipos diferentes de insertos que se denominaron
tzcrkla (434 pb), tzerk1lb (333pb), tzerklc (477pb) y tzerkld (323pb). Todos tienen la misma
region 5’ codificante para el gen tzcrkl pero diferentes regiones 5’ no codificantes. Al analizar
las regiones 5’NC se observo que las mismas se podian agrupar de a pares, tzcrkla con tzcerklb
(Fig. 13A) y tzerklc con tzerk1d (Fig. 13B); ambos grupos tenian una secuencia larga, tzcrkla y
¢, y una secuencia corta, tzcrklb y d. El sombreado de la figura 13 muestra que las regiones
5’NC largas y cortas tienen la misma secuencia desde el nucleétido -1 hasta ¢l miniexén de la
secuencia corta. Las variaciones en el tamafio podrian ser el resultado del uso de diferentes sitios
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aceptores, dinucleétido AG, para la adicion del miniexon. Estos resultados sugieren que los
diferentes ADNc obtenidos podrian ser productos de eventos de trans-splicing alternativo, donde
el sitio aceptor de la secuencia corta es el primer AG presente después de la secuencia rica en

pirimidinas que se observa en la secuencia larga (Fig. 13C).

= Za AAAAAN ARNm
= // AAAAAN ARNm RT con
ME = i - - e hexameros

al azar

ADNc PCRI con

= — =T h SN e tzc1k] ME y TClet2-1
ME TClet2-1
B = Fragmento especifico PCR1I semianidada
= s amplicicado en PCR I con ME y TClet2-11
ME TClet2-11
B Fragmento especifico Hibridacién con

¢m amplicicado en PCR 11 TClet2-1Il para

TClet2-T identificar fragmentos
especificos.

Figura 12. Esquema de la estrategia de clonado de la regién 5’de tzerkl.

ARN total de epimastigotes de 7. cruzi se emple6 como templado en reacciones de RT realizadas con
hexameros de secuencia azarosa. Mitad de la RT se emple6 en una PCR con los iniciadores ME y
TClet2-1. 1 pl de la misma se us6 como templado en una PCR semianidada con los iniciadores ME y
TClet2-1I. Los fragmentos especificos se reconocieron por hibridacion con el oligonucledtido TC let2-
I11.
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tzcrkld ACAGGAGAAG ATTGGTGAGG GGACATATGG TGTGGTGTAC AGAGCTCGAG ACACAGCTAC
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Figura 13. Comparacién de secuencia de los 4 tipos de regiones S’NC identificadas para tzerkl.

(A) Comparacion nucleotidica de tzcrkla y b. (B) Comparacion nucleotidica de tzerklc y d. (C) Esquema
de las secuencias comparadas en (A) y (B). Sombreado gris, indica identidad nucleotidica en la region no
codificante; sombreado rojo, secuencia del ME; guiones, delecion de nucledtidos; negritas y cajas negras,
representan secuencias codificantes; el ATG esta subrayado; cajas vacias representan el tracto de
polipirimidinas; la flecha en la secuencia larga indica posible sitio de adicion del miniexon en la
secuencia corta.

1.3- Etapa 3: Clonado y secuenciacién de la region 3’ de tzerk 1 y 3.

Para el clonado de la region 3° de ambos genes se aplico la técnica jumping PCR. La técnica de
Jumping PCR sirve para amplificar regiones de ADN que estén bordeando alguna secuencia ya
conocida.

Jumping PCR: concepto teérico.

El jumping PCR consiste en amplificar regiones de ADN a partir de un oligonucleotido 100%
idéntico a una secuencia conocida y un oligonucledtido con una secuencia totalmente
inespecifica. El anidado de la PCR se realiza a baja temperatura para permitir el pegado del
iniciador inespecifico. Luego se utiliza una alicuota de esta primer PCR como templado para una
segunda PCR, cuyos oligonucleotidos serian el mismo iniciador inespecifico y uno 100 %
idéntico, distinto al primero, que se encuentre rio abajo de éste (PCR semianidada). Luego,
alicuotas de cada una de las PCRs se resuelven en gel de agarosa y los fragmentos se transfieren
e hibridan con un tercer oligonucledtido de secuencia 100 % idéntica, que esté dentro de la
secuencia amplificada. Todas las PCRs que tengan bandas que hayan hibridado con la sonda se
ligan a algun vector y con ellos se transforman bacterias. Luego, las colonias con insertos de
interés se identifican por hibridacion de colonias utilizando la misma sonda.

1.3.1- Jumping PCR para tzerk 1 y tzerk 3.

Para cada una de las quinasas se disefiaron 3 oligonucleotidos 100 % idénticos a partir de las
secuencias ya identificadas en la etapa 1. La figura 14 muestra un esquema con la estrategia




Resultados - 77
Secuencias Gen tzerk1 6 3 e
identificadas ¥ 1
en las Etapas: 2 1 3
ADN
—— N ——— o
PCRIconTCXet3-] [Eilaeeew = = -} /a
e iniciadores ‘ g < <G <G
mespecificos
TCXet3-I
PCR 11 con TCXet3-1I BT
PCRII. y o
Sl g &
wpmm o
TCXet3-Tl
Identificacién de r‘“‘@
hibridacién . o
por i6n con
TCXet3-1Il. L g R

Clonado de fragmentos mayores a 600 pb en pBS.

v

Identificacion de clones positivos por hibridacion
de colonia con TCXet3-111.

Figura 14. Esquema de la estrategia empleada para identificar las regiones 3’ de los genes tzcrkl y

3

La caja blanca representa la region codificante identificada en la etapa 2; la caja gris oscura la identificada
en la etapa 1 y la caja gris clara la identificada en la etapa 3. X: 1 0 3. <~ iniciadores inespecificos.




Resultados - 76

utilizada. Las primeras PCRs (PCRs I) para tzcrk3 y 1 se realizaron con ADN genémico de
epimastigotes de 7. cruzi utilizando como iniciadores sentido TC3et3-I y TClet3-],
respectivamente, y como antisentidlo 14 oligonucledtidos con secuencias totalmente
inespecificas. Cabe aclarar que se realizaron 14 PCRs independientes para cada quinasa, todas
con el mismo iniciador sentido, TC3et3-I o TClet3-I y los distintos iniciadores antisentido
(inespecificos). 1 pl de estas PCRs se us6 como molde en segundas PCRs (PCRs II), las que se
hicieron con los mismos oligonucledtidos inespecificos y TC3et3- o TClet3-II, segun la
quinasa. Los oligos TC3et3-IIl y TClet3-III se emplearon como sondas en ensayos de Southern
blot para identificar fragmentos especificos en las PCRs I y II. Segun los tamafios de CRKs de
otros kinetoplastidos se esperaba que las regiones 3’ faltantes de las CRKs de 7. cruzi fueran
mayores a 600 pb. Por lo tanto se decidié subclonar todos aquellos fragmentos mayores o iguales
a 600 pb. Los clones positivos, identificados por hibridacion de colonias utilizando como sondas
los mismos oligonucleodtidos del Southern blot (TC3et3-III o TClet3-III), sé miniprepararon y
analizaron por digestion. Aquellos clones cuyos insertos tenian los tamafios esperados se
secuenciaron. Todos los insertos analizados correspondian a las regiones 3’ de las quinasas.
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1.4- Etapa 4: Clonado y anilisis de los genes completos para TzCRK1 y TzCRK3.

Para el clonado de los genes completos de tzerk3 y tzerk1 se disefiaron oligonucledtidos sentido
y antisentido a partir de las secuencias 5’ y 3’ obtenidas en las etapas 2 y 3 respectivamente.
Estos oligonucleétidos se emplearon en PCRs usando como templado ADN de epimastigotes de
T.cruzi. Los productos de PCR se separaron por electroforesis en geles de agarosa y las bandas
correspondientes a tzcrk3 (930 pb) y tzcrk1 (900 pb) se purificaron y subclonaron en el vector
de expresion pGEX4T-3, en marco con la proteina glutation S-transferasa (GST).

La secuencia aminoacidica completa codificada por los genes tzcrkl y tzcrk3 fue analizada con
el programa BLAST 2.0 (Altschul, F. y col. 1997) utilizando diversas bases de datos. Los
resultados indican que TzCRK1 y 3 pertenecen a la familia de quinasas dependientes de ciclinas.
La figura 15 muestra comparaciones aminoacidicas de TzCRK3 y TzCRKI1 con diferentes
CDKs. TzCRK3 presenta 82% de identidad con TbCRK3 y 87 % con LmajCRK3 y 89 % con
LmmCRK3, 51.5%, 54.4% y 51% de identidad con la CDC2 humana, CDK2 humana y CDC28
de Saccharomyces cerevisiae, respectivamente. TzCRK1 tiene 78% de identidad con
LmmCRK1, 83% con TbCRK1 y 84% con TcCRK1, mientras que con la CDC2 humana, CDK2
humana y CDC28 de Saccharomyces cerevisiae, posee una identidad de 52.7%, 52.7% y 51%
respectivamente. Los miembros pertenecientes a la familia de las quinasas reguladas por ciclinas
poseen dominios caracteristicos que los diferencian de las demas quinasas de Ser/Tre. Existe una
secuencia muy conservada de 16 aminoacidos conocida como la caja PSTAIRE (Fig. 15), que
corresponde al sitio de union de las CDKSs con ciclinas. Esta secuencia es muy importante para
identificar quinasas relacionadas a la CDC2 (Mottram, J.C. 1994). En la proteina TzCRK3
existen variaciones en 6 aminoacidos de dicha secuencia, mientras que en la TzCRK1 hay una
sola sustitucion en la que la Ser cambia por Cis (Fig. 15).

La actividad de la CDC2 humana esta controlada por la fosforilacion de 3 aminoacidos, la Tre 14
y la Tir 15 en el dominio de union del ATP y la Trel61 (asteriscos en Fig. 15). Estos tres
aminoacidos se encuentran presentes en la mayoria de las CDKs identificadas hasta el momento
(Mottram, J.C. 1994). Ambas quinasas de 7. cruzi poseen estos tres aminoacidos en posiciones
equivalentes a la HsCDC2.

En las quinasas de la familia de la CDC2 existe otro dominio muy caracteristico, la caja DSEI,
compuesta por los aminoacidos GDSEIDQ (Fig. 15). Esta estaria involucrada en la regulacion de
la fosforilacion del residuo Trel61 y en la union con ciclinas. La proteina TzZCRK3 tiene una
sola sustitucion en este dominio, donde el segundo acido aspartico esta cambiado por glicina,
mientras que en la TzCRKI en el lugar de los aminoacidos DSEI estan presentes los
aminoacidos KNDA.
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Figura 15. Comparacién de la secuencia aminoacidica deducida de TzCRK3 y TzCRKI1 con
diferentes quinasas del ciclo celular.

Los aminoacidos con identidad a TzZCRK3 o TzCRK1 estan sombreados. (A) Comparacion de TzCRK3
con TbCRK3, LmmCRK3, LmajCRK3, HsCDC2, HsCDK2 y ScCDC28. (B) Comparacion de TzCRK 1
con TcCRK1, TbCRK1, LmmCRK1, HsCDC2, HsCDK2 y ScCDC28. En asteriscos se indican los
aminoacidos equivalentes a Trel4, TirlS y Trel61 de la CDC2 humana. Las cajas PSTAIRE y DSEI
estan recuadradas. Las secuencias aminoacidicas se alinearon usando el programa CLUSTAL W. Hs,
human; Tb, T. brucei; Tc, T. congolense;, Lmm, L. mexicana mexicana, Lmaj, L. major;, Sc,
Saccharomyces cerevisiae.
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2 - ORGANIZACION GENOMICA DE tzcrkl y tzerk3 (SOUTHERN BLOTS).

Con el objetivo de determinar la presencia y estudiar la organizacion genoémica de los genes
tzcrkl y 3 se realizaron ensayos de Southern blot. ADN genomico de epimastigotes de T. cruzi,
se digirio por separado con diferentes enzimas de restriccion (Fig. 16). Los genes completos
tzcrkl y tzerk3 fueron utilizados como sondas. La figura 16 muestra los resultados obtenidos y
esquemas de cada uno de los genes indicando los sitios de corte para las enzimas utilizadas. En la
figura 16A se muestran los resultados para el gen tzcrk3. Esta sonda revela una sola banda en las
calles correspondientes al ADN digerido con las enzimas BamHI (4 kpb), Kpnl (~ 9 kpb), Pstl (>
10 kpb) y Sacl (4.9 kpb), dos bandas con una leve diferencia de intensidad para la digestion con
HindIII (0.99 y 0.8 kpb) y dos bandas de diferente intensidad en la calle de EcoRI (2.9 y 2.5
kpb). En el esquema se muestra que el gen tzcrk3 no tiene sitios de corte para las enzimas
BamHI, Kpnl, Pstl y Sacl y tiene un sitio de corte en la posicion 281 para HindIII y uno en la
posicion 186 para EcoRI. Estos resultados sugieren que este gen estaria presente en el genoma de
T. cruzi como gen de copia unica por genoma haploide.

La sonda tzcrkl detecté una banda en las calles correspondientes al ADN digerido con las
enzimas BamHI (> 10 kpb), HindIII (2.2 kpb), Kpnl (> 10 kpb) y Sacl (2.0 kpb), y dos bandas
con intensidades levemente diferentes para las digestiones con EcoRI (7 y 6.5 kpb) y Pstl (3.5 y
2.6 kpb) (Fig. 16B). Como se ve en el esquema, el gen tzcrkl no tiene sitios de corte para las
enzimas BamHI, HindIIl, Kpnl y EcoRlI, y tiene un sitio para Pstl (posicion 741) y Sacl
(posicion 67). La sonda tzcrk1 revela una sola banda en la digestion con Sacl a pesar de tener un
sitio de corte para esta enzima. Esto puede deberse a que la hibridacion de la sonda sea poco
eficiente ya que la porcion a ser reconocida es muy pequefia (67 pb). Los resultados sugieren que
éste es un gen de copia unica. Por otro lado, se observa que esta sonda revela dos fragmentos en
la digestion con EcoRI a pesar de no tener sitio de corte en el gen. El analisis de las regiones
5’NC del gen tzcrk1 (etapa 2) demuestra que existen, al menos, dos copias para este gen, cuyos
transcriptos podrian ser productos de eventos de trans-splicing alternativo obteniéndose los 4
tipos de transcriptos que se muestran la figura 13. Conociendo que los kinetoplastidos presentan
polimorfismo entre sus cromosomas homologos, estos resultados sugieren que los loci para este

gen serian polimorficos en sus regiones NC.

Figura 16. Ensayo de Southern blot.
El ADN de epimastigotes de T. cruzi fue digerido con distintas enzimas de restriccion como se indica. Se

muestra un esquema con los sitios de corte para las enzimas de restriccion utilizadas. (A) Membrana
hibridada con la sonda tzcrk 3. (B) Membrana hibridada con la sonda tzcrk 1. B, BamHI; E, EcoRI; H,

HindlII; K, Kpnl; P, Pstl; S, Sacl.



Resultados - 83

A B
EcoRT Find Sacl Pl
(ml'b) (TSIpb) (67!’) U"lﬁ’)
sH___ T ] =3 FH | N 3
' 933 pb ' ) 903 pb '

BEHKPS BEHKPS
kpb permmm ; : o

3 - ANALISIS DE NORTHERN BLOT.

ARN total de epimastigotes de 7. cruzi se analizo por Northern blot utilizando como sondas los
fragmentos clonados en la etapa 1 para tzcrk1 y 3. La sonida tzerk3 hibrida con mensajeros cuyos
PM varian entre 1.2 y 1.4 kb (Fig. 17). Por este método no se pudo obtener el nimero exacto de
bandas, pero el analisis de las regiones 5’NC (Fig. 11) indica que este gen tiene al menos dos
transcriptos con una diferencia de 21 nt en su region 5’NC. La region 3’ no codificante no fue
analizada, por lo cual, estos resultados sugieren que la diferencia entre los mensajeros revelados
en el Northern blot estaria en la longitud de las regiones 3’ no codificantes.
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