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Resumen

El sistema ubiquitina-proteasoma es una via reguladora fundamental para controlar
la estabilidad de las proteinas dentro de varios procesos celulares, como la sefali-
zacion y el ciclo celular. En respuesta a sefales particulares, proteinas reguladoras
especificas son marcadas con una cadena de moléculas de ubiquitina a través de la
accion de una cascada enzimatica compuesta por una enzima activadora de la ubi-
quitina (E1), una enzima conjugadora de la ubiquitina (E2), y una ubiquitina ligasa
(E3). Las E3 son responsables de unir los sustratos y acercarlos a la E2 cargada
con ubiquitina, la cual luego transfiere la ubiquitina al sustrato y a la siguiente ubiqui-
tina de la cadena en una reaccién secuencial. Una de las ubiquitina ligasa E3 res-
ponsables en el control directo de proteinas involucradas en el ciclo celular es el
complejo SCF (SKP1-CUL1-F-box). En esta tesis se estudié cual es la funcidén de las
proteinas que forman parte del complejo SCF en la regulacién del ciclo celular de
Trypanosoma brucei. El andlisis de los genomas de Tripanosomatidos mostré que
las cuatro proteinas que forman parte del complejo se encuentran conservadas, a
excepcion de las proteinas F-box. Utilizando la técnica de ARN de interferencia en
los dos estadios del ciclo de vida de Trypanosoma brucei, se determind en que fase
del ciclo celular estas proteinas tienen una funcién preponderante. Los resultados
obtenidos muestran que las subunidades del complejo actuan en diferentes momen-
tos del ciclo celular. No solo se demostr6 que la actividad del complejo SCF es im-
portante para el crecimiento de los parasitos in vitro, sino que la enzima conjugadora
de ubiquitina es necesaria para que los parasitos establezcan una infeccién en un
hospedador mamifero. A su vez, se utilizé la técnica de Electroforesis bidimensional
diferencial en gel (2D-DIGE) con el objetivo de identificar posibles sustratos del
complejo de ubiquitinacion. Este trabajo describe por primera vez la actividad de las

subunidades homoélogas del complejo SCF en el parasito Trypanosoma brucei.



Abstract

The ubiquitin—proteasome system (UPS) is a fundamental regulatory pathway for
controlling protein stability that underlies many cellular processes, such as signaling
and cell cycle progression. In response to particular signals, specific regulatory pro-
teins are tagged with a chain of ubiquitin molecules through the action of an enzyma-
tic cascade composed of an E1 ubiquitin activating enzyme, an E2 ubiquitin conjuga-
ting enzyme (Ubc), and an E3 ubiquitin ligase. E3s are responsible for binding subs-
trates and for bringing substrates into the proximity of a ubiquitin-charged E2, which
then transfers ubiquitin to the substrate and to the ensuing ubiquitin chain in a pro-
cessive reaction. One of the E3 responsible for the ubiquitination of cell cycle regula-
tors is the SCF complex (SKP1-CUL1-F-box). In this thesis, we have studied the
function of the proteins that form the core of the SCF complex in the Trypanosoma
brucei cell cycle. The analysis of the Trypanosome genomes showed us that the four
core subunit homologs are conserved, with the exception of the F-box proteins.
Using RNA interference in both life cycle stages of Trypanosoma brucei, we were
able to determine the cell cycle stages in which these proteins have important roles.
The obtained results show that the subunits of the complex act at diferent points in
the cell cycle. Not only we demonstrated that the activity of the complex is important
for the parasites growth in vitro, but we showed that the ubiquitin conjugating enzyme
is indispensable for establishing an infection in a mammalian host. At the same time,
we utilized the Two-dimensional gel electrophoresis (2D-PAGE) technique for the
purpose of identifiying possible substrates of the ubiquitination complex. This work
analizes for the first time the activity of the subunits of the SCF complex in a lower

eukaryote organism.
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Introduccién

Introduccion

En la primera parte de este trabajo, se analiz6 la presencia de los componentes del
complejo SCF de eucariotas superiores en los genomas de T. brucei, T. cruziy L.
major. Una vez identificados, se decidio realizar una caracterizacién funcional de los
mismos en el parasito T. brucei, dado que este parasito posee una bateria de herra-
mientas genéticas no disponibles en T. cruzi o Leishmania, como el ARN de interfe-
rencia, la sobreexpresion inducible o el etiquetado enddgeno. Sin embargo, no se
quiso excluir la descripcion del ciclo de vida de T. cruziy la enfermedad que produ-
ce, dado que esta enfermedad constituye la principal enfermedad tropical endémica
de la Republica Argentina, donde afecta a mas de dos millones de personas y su
prevalencia esta directamente relacionada con las condiciones socioeconémicas de
la poblacion. A partir de este cuadro de situacion, se trabajé enfocados en obtener la
caracterizacion funcional de las proteinas del complejo SCF de T. brucei, con la idea

a futuro, de extrapolar y confirmar los resultados en los otros Tripanosomatidos.
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Introduccién

INTRODUCCION GENERAL A LOS TRIPANOSOMATIDOS

El genero Trypanosoma fue observado por primera vez en 1841 por Gabriel Valentin;
mientras examinaba sangre de una trucha marrén, detect6 el organismo unicelular
mévil. Un siglo y medio de investigacion de estos organismos ha definido a Trypano-
soma como miembros de un largo y diverso reino protozoario. Los Tripanosomatidos
estan dentro de los organismos mas antiguos que se conocen, divergiendo de Homo
sapiens hace aproximadamente 1.98 billones de afios. Taxonomicamente estan or-
denados como Kinetoplastida, dado que su ADN mitocondrial (ADNK) se encuentra
organizado en una estructura en forma de disco, llamado kinetoplasto [1]. El orden
Kinetoplastida incluye al género Trypanosoma, que agrupa algunas de las especies
causantes de las enfermedades méas desatendidas. Varias especies de Tripanoso-
mas infectan a la mayor parte de los vertebrados, mientras que otras especies cau-
san importantes enfermedades veterinarias. En el Africa Sub-Sahariana, Trypano-
soma brucei (T. brucei) causa la enfermedad del suefio o Tripanosomiasis Humana
Africana (HAT, por sus siglas en ingles), y en América, Trypanosoma cruzi (T. cruzi)
produce la “Enfermedad de Chagas”. Las especies de Leishmania son endémicas

de Sudameérica y paises asiaticos (WHO, 2009).

Gran parte de la biologia celular de los diferentes kinetoplastidos es muy similar. Ti-
picamente crecen asexualmente, aunque se ha observado recombinacién sexual en
T. brucei, inferido para T. cruzi, y podria ocurrir en algunas especies de Leishmania,
y se dividen por fision binaria, durante la cual, su nucleo no sufre disolucién de la
membrana o condensacion cromosoémica [2]. El Tripanosoma es una célula alargada
contenida en una red de microtibulos muy polarizada. Los microtubulos muestran
una polaridad uniforme, sus extremos menos se anclan en la regién anterior mien-
tras que en la region posterior sus extremos son mas [3]. La Unica copia de las or-
ganelas (cuerpo basal, flagelo, kinetoplasto, Golgi y nucleo) se colocan dentro del
corsé que forma el citoesqueleto y se concentran entre el extremo posterior y el cen-
tro de la célula (Fig. i1). En el extremo posterior se ubica la boca del bolsillo flagelar,
desde donde emerge el flagelo, el cual esta unido a lo largo de la pared exterior del
parasito. El bolsillo flagelar es el unico sitio por donde se efectuan los procesos de
endo- y exocitosis [4]. Estos procesos son importantes en el estadio sanguineo, du-

rante el cual la membrana esta recubierta de una capa densa de moléculas de glico-
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Introduccién

proteinas variables de superficie (VSG) que protegen a la célula de la activacion del

complemento y del reconocimiento por parte del sistema inmune.

Posterior ) Anterior
e 1)
/_,— - |
CEARARL S
e, M)
-__ﬂ\\\\! b
————
4 2 1 10
1. Nicleo 7. Lisosoma
2. Kinetoplasto 8. Endosomas
3. BOI‘Q”IU “ﬂgl"ar 9 ;\li‘ucondriﬂ
4. Cuerpo basal y probasal 10. Citoesqueleto
5. Axonema y baston paraflagelar 1. Clichcomas
6. Colgi

Figura i1 | Arquitectura del Tripanosoma. Representacion simplificada de la localizacién de las

principales estructuras de la célula. Adaptado de [3].

La motilidad del Tripanosoma depende de su unico flagelo, constituido por un axo-
nema de estructura convencional (9+2) asociado a una estructura denominada pa-
raflagelar rod (bastdn paraflagelar). Esta es una estructura semi-rigida presente en
los kinetoplastidos y euglenoides que contribuye a la motilidad del parasito [5]. El
flagelo se origina en el cuerpo basal y se enlaza a través de la membrana mitocon-
drial al genoma mitocondrial (ADNk). La mitocondria es una estructura alargada uni-
ca que se extiende desde la parte posterior a la anterior de la célula. En las formas
sanguineas, la mitocondria es una estructura tubular simple. Esto refleja la ausencia
de respiracion mitocondrial durante esta etapa, donde la generaciéon de energia de-
pende de las reacciones glicoliticas en organulos especializados denominados gli-
cosomas. En la forma prociclica de T. brucei, al carecer de la glucosa proveniente de

la sangre, la mitocondria es muy activa [6].

A diferencia del ADN mitocondrial de organismos sin kinetoplasto, el ADNk est& or-
ganizado formando una malla que contiene cientos de circulos de ADN concatena-

dos entre si. Estos circulos son de dos tipos: unas ~10.000 copias de mini-circulos y
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Introduccién

unas ~50 copias de maxi-circulos por kinetoplasto. La funcion de los maxi-circulos,
como el ADN mitocondrial en los eucariotas convencionales, es codificar para unos
pocos genes como los ARNr y las subunidades de los complejos respiratorios. Sin
embargo, el mecanismo de expresidon génica es poco convencional, ya que los
transcriptos de los maxi-circulos deben ser editados para formar un ARN mensajero
(ARNm) funcional. La edicion (Editing) es una asombrosa forma de procesamiento
del ARN, donde residuos de uridina son insertados o delecionados de sitios precisos
dentro del transcripto del maxi-circulo, generando los marcos abiertos de lectura.
Los mini-circulos codifican los ARNs guia, que son templados para la edicion de los
transcriptos de los maxi-circulos. La edicion de ARN es una caracteristica Unica de
parasitos kinetoplastidos que requieren de un complejo de edicibn multi-proteico lla-

mado editosoma [7].

Una de las grandes diferencias que existen entre una célula eucariota superior y un
tripanosomatido es a nivel de la expresion génica, donde se da el mayor niumero de
disimilitudes. Entre ellas se incluyen la organizacion gendmica, el control de la trans-
cripcion, la transcripcion policistronica, la aparente falta de divisién de trabajo entre
las ARN polimerasas, la carencia de promotores para ARN polimerasa I, el proce-
samiento de los ARNm por trans-splicing, la edicibn de mensajeros y la estabilidad
de las proteinas. La mayoria de los genes que codifican para proteinas son trans-
criptos en forma poli-cistrénica y luego procesados individualmente. Los ARNm pro-
cesados poseen una cola de poli-A en el extremo 3’ y una secuencia de 39 nucleoti-
dos llamada splice leader (SL) en el extremo 5. No se conoce una secuencia con-
senso de poli-adenilacion en estos organismos y se cree que este proceso esta aco-
plado al mecanismo mediante el cual todos los ARNm adquieren la misma secuencia
5 terminal, denominado trans-splicing. El primer reporte de cis-splicing en Tripano-
somatidos corresponde al gen de la poli-A polimerasa, siendo el primer ORF inte-
rrumpido por un intron caracterizado en Tripanosomatidos [8]. Esto implica que el
control de la expresién génica es totalmente post-transcripcional, y que los niveles
de proteinas son regulados a través de la estabilidad/degradacion del ARNm aco-

plado a una eficiencia de traduccidén y recambio determinada.
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TRYPANOSOMA CRUZI Y TRYPANOSOMA BRUCEI
El ciclo de vida

Hay muchas similitudes en el ciclo de vida de estos dos tripanosomas y las enfer-
medades que causan (Tabla i1). Ambos son flagelados unicelulares transmitidos por
insectos hemato6fagos. Comparten también fases de replicacion en la zona de infec-
cion del hospedador mamifero, seguida por la diseminacion y localizacion en los 6r-
ganos blanco. Sin embargo, existen diferencias claves entre estos organismos. Una
de ellas es la existencia de una fase intracelular para T. cruzi, mientras que todo el
ciclo de T. brucei es exclusivamente extracelular. El ciclo de vida T. cruzi involucra su
desarrollo dentro de un hospedador mamifero y un insecto vector intermediario. El
insecto vector, en este caso, es un triatominio hematéfago, conocido vulgarmente en
Argentina con el nombre "Vinchuca" (del quechua "Binchucca"), y cuyo nombre cien-
tifico es Triatoma infestans. En el insecto vector se encuentran la forma epimastigo-
te, replicativa y no infectiva, y el tripomastigote metaciclico que es la forma infecti-
va pero no replicativa. El amastigote, que tiene capacidad replicativa, y el tripo-
mastigote sanguineo, que no la tiene, son formas presentes en el hospedador ma-
mifero, siendo el amastigote la forma intracelular. Los epimastigotes proliferan en el
insecto vector y se diferencian en el intestino posterior del insecto, a la forma tripo-

mastigote metaciclico.

Cuando una vinchuca infectada pica a un mamifero, ingiere la sangre y defeca si-
multaneamente debido a que necesita todo el espacio posible para la sangre incor-
porada. Las heces que contienen los parasitos que se han diferenciado a la forma
infectiva (tripomastigotes metaciclicos) son depositadas cerca del sitio de la picadu-
ra. Luego, el mamifero se rasca permitiendo la penetracion de los tripomastigotes
metaciclicos al torrente sanguineo del nuevo hospedador. Los tripomastigotes meta-
ciclicos invaden células de varios tejidos y se diferencian rapidamente a la forma
amastigote. Los macrofagos juegan una funcion importante en la reaccién temprana
a la infeccion y en la diseminacion de los amastigotes a otros sitios del cuerpo. Lue-
go de varios ciclos de division, los amastigotes se diferencian a tripomastigotes san-
guineos 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 alimenta de la sangre del mamifero infectado. Dentro del insecto, los tripo-
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mastigotes sanguineos provenientes del mamifero se diferencian a epimastigotes al

llegar al intestino medio del insecto vector, completandose asi el ciclo (figura i2).

Ciclo de vida T. cruzi

'Ii‘sl:)om.'lshgoi'c Ve 1 2 Amastigote

metaciclico

o

Epimastigote 4 . .
RIESHERS Tr\pcmmshgotc

(en sangre)

Figura i2 | Tripomastigotes metaciclicos infectivos de T. cruzi son transmitidos por las heces de un
insecto reduvido durante la ingesta de sangre (1). Los pardsitos infectan varios tipos celulares inclu-
yendo células del misculo cardiaco, donde se diferencian a la forma amastigote y se multiplican por
fisién binaria (2). Los amastigotes intracelulares se diferencian a tripomastigotes que son liberados a
la sangre e invaden otras células o son ingeridos por el vector (3). Los tripomastigotes se transforman
a epimastigotes que se multiplican en el intestino medio (4) y finalmente migran al intestino grueso
del insecto en la forma de tripomastigotes metaciclicos, continuando el ciclo.

En el caso de Trypanosoma brucei, la mosca tse-tsé inocula en el hospedador ma-
mifero tripomastigotes metaciclicos cuando pica y se alimenta de éste (figura i3). Es-
tos se diferencian rapidamente a tripomastigotes de la forma sanguinea alargada
(long slender), los cuales comienzan a replicarse en los tejidos subcutaneos. Entre 6
y 10 dias posteriores a la infeccion, los parasitos comienzan a diseminarse y repli-
carse por todo el cuerpo a través del sistema circulatorio, alcanzando también la lin-
fa y pudiendo alcanzar el sistema nervioso central al traspasar la barrera hemato-
encefalica. En el pico de parasitemia, algunos tripomastigotes alargados se diferen-
cian a tripomastigotes de la forma sanguinea redondeada (stumpy), la cual no es re-
plicativa, pero que estd adaptada para sobrevivir en la mosca tse-tsé. Poco después

del ingreso de los tripomastigotes redondeados, éstos se diferencian a tripomastigo-
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Introduccién

tes prociclicos, la forma replicativa no infectiva. Luego se replican y alcanzan el trac-
to inicial del intestino medio y se diferencian a la forma metaciclica (mas alargada).
Los parasitos migran ahora hacia las glandulas salivales de la mosca donde rapida-
mente se transforman en epimastigotes, adheridos por el flagelo a la pared de las
glandulas. Los epimastigotes contintan replicandose y eventualmente se transfor-
man en tripomastigotes metaciclicos, que seran transmitidos por la mosca al hospe-

dador mamifero, completandose asi el ciclo.

Ciclo de vida T. brucei

Tripomastigote 1
metaciclico
(glandulas salivales)

Tl'npomashgotc
long slcndcr (sangrc)

fiplmashgotc
(glandulas salivales)
Janduloe salisles)

'IifiPomastigotc
proc.i-: Ico

(intestino medio) .
"ﬁ‘lpomashgotc
short 5tumPL] (s;mgrc)

Figura i3 |Los tripomastigotes metaciclicos infectivos de T. brucei son transmitidos al hospedador
mamifero por la picadura de una mosca tse-tsé infectada durante la ingesta de sangre. (1). Los tripo-
mastigotes metaciclicos se transforman al estadio tripomastigote largo y delgado (long slender), que se
divide en la sangre y fluido de tejidos (2) y finalmente se diferencian, dependiendo de la densidad de
pardsitos a la forma no proliferativa redondeada (short stumpy) (3). Los tripomastigotes short stumpy
son ingeridos por una mosca tse-tsé durante la ingesta de sangre y se transforman a tripomastigotes
prociclicos en el intestino medio (4). Tripomastigotes prociclicos se dividen por fisién binaria, coloni-
zan en el insecto, y se transforman al estadio epimastigote en las gldndulas salivales.(5), y luego se
diferencian a tripomastigotes metaciclicos, continuando el ciclo. Esquema modificado de [120].

LAS ENFERMEDADES: ENFERMEDAD DE CHAGAS Y ENFERMEDAD DEL SUENO.

La enfermedad del suefio y el mal de Chagas son enfermedades cronicas que pre-
sentan distintas etapas a lo largo de su curso natural. Ambas son potencialmente

letales, no se adquiere inmunidad posterior a la infeccién y no hay vacunas desarro-
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lladas. La forma de evasion del sistema inmune también presenta caracteristicas si-
milares en ambos parasitos, los cuales poseen una densa cubierta de glicoproteinas
que les proveen una via de escape de la respuesta inmune por la gran variabilidad

antigénica que presentan.

Las enfermedades, su patogénesis y diagndéstico

Enfermedad de Chagas. Es prevalente a lo largo de América. Afecta principalmente
a la poblacion cuyos hogares proveen de un habitat para los insectos Triatominae.
Existen muchos reservorios mamiferos domésticos y salvajes para T. cruzi. La en-
fermedad de Chagas es el resultado de la infeccion persistente con T. cruzi y de
complejas interacciones entre el patbgeno y la respuesta inmune del huésped, en
donde si el sistema inmune esta intacto resulta en un bajo numero de parasitos, pero
raramente se elimina la infeccion. Se estima que el 30% de los individuos infectados
con T. cruzi desarrollan la enfermedad clinica, que se manifiesta como una enferme-
dad cardiaca o ampliacidén patologica del intestino, décadas después de la infeccion
inicial. A pesar de los avances en la comprension de la biologia T. cruzi, sélo el deri-
vado de nitrofurano Nifurtimox y el nitroimidazol Benznidazole estan disponibles ac-
tualmente para el tratamiento de la enfermedad de Chagas. Ambos se administran
por via oral, pero poseen tratamientos a largo plazo (= 60 dias) con efectos secun-

darios, y hay variacion en la sensibilidad del parasito a los farmacos [9].

Human African Trypanosomiasis (HAT). Aproximadamente 50 millones de perso-
nas viven en zonas de transmision. Su incidencia resurgioé en los 90's debido a dis-
turbios civiles y la falta de la conciencia de la enfermedad, con grandes brotes en
Angola, republica democratica del Congo, Uganda y Sudan. La HAT es fatal si no es
tratada. El primer estadio de la enfermedad (estadio hemolinfatico) es acompafnado
de fiebre, dolor de cabeza, adenopatia, dolor de articulaciones y prurito. El rapido
crecimiento del parasito es contrarrestado por las respuestas inmunes del huésped,
pero la variacion antigénica del parasito permite la evasion inmune, resultando en
olas de parasitemia. El segundo estadio de la enfermedad (estadio del Sistema ner-
vioso central) es acompafado por sintomas neurolégicos severos que incluyen

anormalidades mentales, sensoriales y del suefio. EI HAT se encuentra en focos a lo

19



Introduccién

largo de Africa sub-sahariana, en areas pobladas por moscas tse-tsé. Trypanosoma
brucei gambiense causa una enfermedad mas aguda en las regiones centrales y del
oeste del Africa sub-sahariano, mientras que Trypanosoma brucei rhodesiense lo
hace en las regiones este y sur. Estos patdgenos son morfoloégicamente idénticos
entre si con el patdbgeno no infectivo de humanos Trypanosoma brucei brucei, pero
pueden ser distinguidos por los genes que codifican para la proteina asociada a re-
sistencia del suero (serum resistance-associated (SRA) protein), y la glicoproteina
especifica de T.b. gambiense, que pueden ser encontradas solamente en los geno-
mas de T.b. rhodesiense and T.b. gambiense, respectivamente; T.b. brucei no posee
ninguno de estos genes. Mas de 20 especies de moscas tse-tsé (Glossina spp.)
transmiten los parasitos, pero aproximadamente 1 de cada 1000 moscas exhiben las
formas maduras en glandulas salivares, necesarias para transmitir el patdégeno a
humanos [2]. T. b. brucei no es infectivo en los humanos, en parte porque puede ser
lisado por la apoliproteina L1, un factor tripanolitico presente en el suero humano,
mientras que T. b. gambiense and T. b. rhodesiense han desarrollado resistencia a la
tripanolisis humana [10]. La eficacia del tratamiento es limitada, hay pocos medica-
mentos de seguridad disponibles. Hay cuatro farmacos principales disponibles para
el manejo de la infeccién. Sodio suramina y pentamidin isotionato son usados para
los estadios tempranos antes de que se involucre el sistema nervioso central, y tra-
tan las infecciones de T.b. rhodesiense and T. b. gambiense, respectivamente. En
los estadios avanzados, la droga arsénica melarsoprol, es usada para las infeccio-
nes de ambas subespecies, mientras que eflornitina (difluorometilornitina; DFMO) es
usada para la enfermedad causada por T. b. gambiense cuando los pacientes no
responden a melarsoprol. Estas drogas son administradas de forma intravenosa o
intramuscular, y algunas causan efectos adversos como lesiones de la piel, insufi-

ciencia renal, anomalias cardiacas y encefalopatia fatal [11,12].
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Las enfermedades de T. brucei y T. cruzi

Introduccién

HAT

Enfermedad de Chagas

Principales formas o estadios de a
enfermedad

Estadio temprano (hemolinfatico),
estadio tardio (Sistema nervioso
central)

Fase Aguda, Indeterminada, créni-
ca (forma cardiaca y digestiva)

Organismos Causantes

T.b. gambiense, T.b. rhodesiense

T. cruzi

Célula/tejido huésped

Extracelular, en sangre, linfa, fluido
cerebro espinal, espacios intercelulares

Intracelular, miisculo liso, intestino,
sistema nervioso central y tejido adi-
poso

Vectores de importancia médica

Moscas tse-tsé (~20 Glossina spp.)

Triatominae spp.

Transmision

Picadura de mosca, congénita (ra-
ro), transfusién de sangre (raro)

Contaminacién de heces de insec-
tos infectados (p.e. en sitio de pi-
cadura, en membranas mucosas,
en comida o bebida, transfusién de
sangre, congénito, transplante de
6rganos (raro)

Distribucién geogréfica

Africa Sub-Sahara (20 paises)

América del Sur/central (19 pai-
ses)

Poblacién en riesgo

50 millones

100 millones

Infectados

70,000-80,000

8-11 millones

Muertes (por afio)

~30,000

14,000

Medidas de prevencién y control

Vigilancia activa de poblacién en
riesgo, tratamiento con drogas de
pacientes infectados, trampas para
moscas tse-tsé, destruccion del
hdbitat de la mosca para evitar
reinvasion

Tratamiento de casas con insectici-
das, tratamiento con drogas en
casos agudos, indeterminados
tempranos o congénitos, mejora-
miento de hogares

Datos obtenidos de http:/ /www.who.int/neglected diseases /diseases
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CicLo CELULAR

El ciclo celular es el proceso ordenado y repetitivo en el tiempo mediante el cual las
células crecen y se dividen dando lugar, en la mayoria de los casos, a dos células
hijas. El estudio de los mecanismos que controlan el ciclo celular ha permitido identi-
ficar distintas etapas, gran cantidad de proteinas involucradas y, en menor grado, la
funcidén y su interrelacion en el tiempo y el espacio. Notablemente, los componentes
basicos identificados (proteinas clave, asi como etapas del ciclo) son universales a
todas las células eucariotas, lo que ha permitido la utilizacién de distintos organis-
mos como modelo de estudio y establecer una teoria general en cuanto a su regula-

cion.

El ciclo celular se divide en cuatro fases principales. Durante dos de ellas, las célu-
las ejecutan dos eventos basicos en la division celular: la generacion de una Unica y
fidedigna copia de su material genético (la fase S o de sintesis) y la particién de to-
dos los componentes celulares entre dos células hijas (fase M o mitosis). La fase
G1, consecutiva a la mitosis y previa a S, es un periodo de intensa actividad meta-
bélica, donde la célula duplica su masa y todos los elementos que contiene. En la
fase G2, ubicada luego de S y previa a la mitosis (M), se ensamblan las estructuras
especificas necesarias para la separacion de los cromosomas y los componentes
celulares de forma equitativa. El conjunto de las fases G1, S y G2 recibe el nombre
de interfase y normalmente abarca el 90% del tiempo total de un ciclo celular. Las

células quiescentes se encuentran detenidas en fase GO

Control del ciclo celular

Para lograr coordinar y regular al ciclo celular, tanto espacial como temporalmente,
existen puntos de control (Checkpoints) que previenen la entrada a una nueva fase
mientras no se encuentre concluida la anterior. Estos puntos de control se basan en
un intrincado sistema de fosforilacidbn/desfosforilacion de proteinas que determinan y
regulan la actividad, asociacién, localizacion celular y degradacion de otras protei-
nas. Los principales responsables de la coordinacion de esta serie de eventos son

un grupo de quinasas que conforman una familia denominada quinasas dependien-
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tes de ciclinas o CDKs. Estas CDKs fosforilan proteinas en residuos Serina o Treo-
nina que preceden a un residuo Prolina (motivos Ser/Thr-Pro). La actividad de las
enzimas CDK, y por lo tanto los puntos de control que regulan, es controlada por
multiples mecanismos. Las CDKs en forma monomérica son inactivas y la union a
una subunidad activadora, una ciclina, es pre-requisito para su actividad quinasa.
Por lo tanto, la expresidn ciclica y la degradacion de las ciclinas determina y restrin-
ge la actividad de cada CDK a una ventana reducida de tiempo durante el ciclo celu-
lar. Otro nivel de control es ejercido por la fosforilacion, que puede activar o inhibir la
actividad de las CDK. Como su nombre lo describe, la quinasa activadora de CDK
(CAK) activa las CDKs por fosforilacion de un residuo conservado en el loop de acti-
vacion. A la inversa, la quinasa Wee1 inhibe las CDKs por fosforilacion de residuos
dentro del sitio activo, previniendo la union del ATP. Esta fosforilacion puede ser re-
movida por la fosfatasa cdc25, activando las CDK. Finalmente otro nivel de regula-
cion es ejercido por las subunidades inhibitorias de CDK (CKIl), como p27 y p21, que

se unen a las CDKs.

En levaduras, una sola CDK interactta con diferentes ciclinas en diferentes momen-
tos a lo largo del ciclo celular [13], mientras que en células de mamiferos, multiples
CDKs interactiuan con algunas ciclinas en un patron secuencial complejo [14] Las
CDKS de G1/S, Sy M son inactivas en G1, asegurando que los eventos del ciclo ce-
lular no sean disparados inapropiadamente antes de que la célula se comprometa a
un nuevo ciclo celular. Tres mecanismos inhibitorios suprimen la actividad de estas
CDKS en G1. Dos de estos afectan a las ciclinas: la expresion de los genes de cicli-
nas es suprimido por proteinas inhibitorias, y la tasa de degradacién de ciclinas esta
aumentada por la activacion de un complejo de ubiquitinacidén, el complejo promotor
de la anafase/ciclosoma (APC/C), que degrada ciclinas de fase M y G1. La tercera
es la presencia de altas concentraciones de CKI. La entrada a un nuevo ciclo celular
comienza cuando sefales del exterior de la célula disparan la expresion génica de
ciclinas de G1/Sy Sy la activacion de las CDKs. La funcién principal de los comple-
jos CDKs de G1/S (ciclina A/CDK2) es activar las CDKs de la fase S, mediante la
induccion de la destruccion de los CKI, gracias a la actividad de otro complejo de
ubiquitinacion, el SKP1-Cul1-F-box (SCF), y la inhibicién del APC. Las CDKs de S
fosforilan proteinas que inician la duplicaciéon de los cromosomas, de este modo ini-

ciando la fase S. Llegando al final de la fase S, se enciende la expresion de ciclinas

23



Introduccién

de fase M y su concentracibn aumenta, llevando a la acumulaciéon de complejos
CDK/ciclinas M durante G2 (ciclina B/CDK1). En la mayoria de las células, estos
complejos son mantenidos inicialmente en forma inactiva por fosforilaciones inhibito-
rias de la subunidad CDK. Al comienzo de la mitosis, la abrupta remocion de esta
fosforilacion lleva a la activacion de los complejos CDK. Asi, se dispara el avance a
través del punto de control G2/M. Ademas de llevar a las células a la fase M, CDK/
ciclina M estimulan la activacion del APC, el cual dispara la transiciébn de metafase a
anafase en mitosis. La funcién central del APC es estimular la destruccién de protei-
nas que mantienen unidas a las cromatidas hermanas. También produce la destruc-
cion de las ciclinas de S y M, resultando en la inactivacién de las actividades CDKs

en mitosis tardia. La inactivacion de las CDK permite la desfosforilacion de sus blan-

cos mitdticos requerido para el desensamblaje del huso y la terminacién de la fase M
(Figura i4).

Ciclina S Ciclina M Actividad APC

G1/S-Cdk S-Cdk M-Cdk APC
cicina —Eo el m ‘ e, ‘ = d
il ' % G2 I l 61
Inicio G2/M metafase-anafase

Cak off Cdk on Cak off

Figura i4 | Esquema simplificado del control del ciclo celular eucariota. Los niveles de las tres
ciclinas principales oscilan durante el ciclo celular (arriba), siendo la base de las oscilaciones de los
complejos CDKs (abajo). En general, los niveles de las CDKs son constantes y en exceso con rela-
cién a los niveles de ciclinas. Las actividades enzimaticas de los complejos ciclina/CDK tienden a
aumentar y disminuir en paralelo con los niveles de ciclinas, aunque en algunos casos las proteinas
inhibitorias de CDK (CKI) o la fosforilacién introducen un retraso entre la formacién y activaciéon
de los complejos ciclina/CDK (modificado de The cell cycle-Principles of control, David O. Morgan.
New Science Press, 2007).

24



Introduccién

Ciclo celular en Tripanosomatidos

El control del ciclo celular en Tripanosomatidos desempefia un papel importante no
s6lo en la proliferacion celular, sino también en la diferenciacibn que controla la
transferencia del parasito entre distintos huéspedes. El ciclo de vida de estos proto-
zoos incluye estadios con division celular y otros sin division celular. La division celu-
lar del Tripanosoma es similar al de otras células eucariotas, excepto que existen
dos fases S que deben ser coordinadas: una para la masa de ADN mitocondrial con-
tenido dentro del kinetoplasto y una para el ADN nuclear. A su vez, posee caracteris-
ticas y complejidades Unicas. La mayoria de las organelas unicas (nucleo, mitocon-
dria, Golgi y complejo cuerpo basal/flagelo) se duplican por un mecanismo de tem-
plado, donde una nueva organela se construye préxima a la vieja. Este proceso co-
mienza con la fase S del ADN mitocondrial seguido por la maduracion y duplicacion
del cuerpo basal [15]. Las organelas duplicadas se concentran en el extremo poste-
rior de la célula, imponiendo limitaciones a la citoquinesis, que ocurre luego de la
segregacion cromosémica por una penetracion de un surco de corte a lo largo del
eje helicoidal de la célula, desde el extremo anterior hacia el posterior. En tripano-
somas, el numero de nucleos y kinetoplastos son marcadores del ciclo celular, es
decir, correlacionan con la etapa en la que se encuentran. En efecto, la configura-
cion un nucleo-un kinetoplasto (1N1K), representa células en G1/S, las células en
estadios tempranos de G2 se identifican con una configuracion 1N2K y las células

G2/M o mitéticas presentan una configuracién 2N2K (Figura i5).

Existe evidencia clara de que el ciclo celular de Tripanosomatidos esta regulado por
CDKs [1,16], aunque la modulacién de la actividad de las CDK podria tener caracte-
risticas especificas. T. brucei posee once quinasas relacionadas con cdc2 (CRK1-4y
CRK 6-12) [17] y 10 ciclinas (CYC2-11); con la excepcién de CYC6/CycB2, no se ha
demostrado equivalencia funcional a las ciclinas del tipo B o E de mamiferos. Poco
se sabe sobre las asociaciones entre estas ciclinas y las CRKs, y hasta el momento,
s6lo se ha demostrado que la CRK3 de T. brucei es dependiente de las ciclinas
CYC2 y CYCS6 [18]. También se han encontrado homélogos de la quinasa Wee1 en
el genoma de tripanosomatidos, y que las CRKs son capaces de asociarse con la

proteina accesoria de CDK, CKS1 [16,19], pero no se han encontrado homologos de
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Cdc25 y los CKils. La ausencia de estos reguladores podria estar explicado por la

divergencia observada en la secuencia aminoacidica primaria de las CRKs [20].

Cltoquny —
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Figura i5 | Esquema del ciclo celular en T. brucei. Se ilustra la duplicacién de las organelas y es-
tructuras durante el ciclo celular para el estadio prociclico. Se muestran las fases del ciclo celular y
los eventos que ocurren dentro de ellas (duracién del ciclo: 8 horas). A su vez se indican las confi-
guraciones de nicleo (N) y kinetoplasto (K) correspondientes a cada fase del ciclo celular. Adapta-
do de [87].

Mediante la técnica de ARN de interferencia en T. brucei se ha podido determinar las
funciones de algunas de las CRKs y ciclinas identificadas. Se conoce que CYC2 y
CYC4 son requeridas para el avance a través de la fase G1 [21], mientras que la ci-
clina CYC6 es requerida en mitosis [18]. CRK1 y CRK2 estan involucradas en la
transicion de G1 a S, mientras que la CRKS3 regularia la transicion G2/M [22]. Con-
firmando estos resultados, en nuestro laboratorio se logré determinar que la activi-
dad de la CRK3 de T. cruzi tiene un pico en la transicidon de G2/M en cultivos sincro-
nizados [23].
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MODIFICACION DE PROTEINAS POR UBIQUITINA Y PROTEINAS SIMILARES A UBIQUITINA

La diversidad y la ampliacion funcional del proteoma de un organismo se puede ex-
pandir por modificaciones covalentes post-traduccionales. Los ejemplos de estas
modificaciones incluyen pequefias moléculas como grupos fosfato, metilo o acetilo.
A su vez, proteinas enteras pueden ser unidas covalentemente a proteinas sustrato.
El ejemplo clasico de una proteina que modifica a otras es la ubiquitina, un polipép-
tido de 76 aminoacidos muy conservado en eucariotas, pero que esta ausente en
bacterias! y arqueas. La ubiquitina es unida covalentemente a un sustrato por medio
de una union isopeptidica entre su Gly C-terminal y un residuo Lys del sustrato acep-

tor.

Desde el descubrimiento de la ubiquitina a mediados de los afos 70, se ha definido
una familia entera de pequefias proteinas relacionadas a la ubiquitina (llamadas pro-
teinas similares a ubiquitina o Ubls, de sus siglas en inglés). En eucariotas superio-
res, existen aproximadamente 10 homologos o Ubls, conocidos con los acronimos
SUMO, Nedd8, UCRP, FAT10, HAB, ISGN15, Apg8, Apg12, URM1 y An1. A pesar de
no poseer una alta similitud de secuencia, las Ubls poseen esencialmente la misma
estructura tridimensional, el plegamiento ubiquitina o B-grasp. Todas las Ubls se
unen a sus sustratos a través de cascadas enzimaticas relacionadas. La ubiquitina y
la mayoria de las Ubls son sintetizadas como precursores inactivos que son proce-
sados en su extremo C-terminal para exponer la Gly carboxilato, que es el sitio de
conjugacion al sustrato. Proteasas especificas llamadas enzimas deubiquitinantes
(DUBSs) son responsables del procesamiento en el caso de la ubiquitina, mientras

que proteasas especificas de Ubls (ULPs) procesan las otras Ubls.

Para ser capaz de modificar una proteina, la Ubl primero debe ser activada. Una en-
zima activadora especifica (llamada E1) utiliza ATP para adenilar la Ubl en su extre-
mo C-terminal. Esta unién anhidrido de alta energia es atacada por un grupo sulfidri-
lo de la Cys del sitio activo de la E1, generando una union tioéster entre la E1 y la
Ubl, liberando AMP. Desde la E1, la Ubl pasa a la cisteina del sitio activo de una en-
zima E2, conocida como enzima conjugadora de Ubl. Finalmente, la Ubl es unida a

su sustrato con la ayuda de una proteina ligasa E3, lo cual resulta en una unién co-

' Recientemente se ha identificado una proteina, Pup1, que tendria una funcién similar a la ubiquitina
en Mycobacterium tuberculosis
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valente isopeptidica entre el extremo C-terminal de la Ubl y el grupo €-amino de una
Lys en el sustrato [24]. La enzima E2 se encuentra en el centro de la cascada de
transferencia de Ubl vinculando la activacion de la Ubl por parte de la E1 con su

eventual transferencia al sustrato catalizado por la E3 (ver mas adelante)

Las proteinas pueden ser modificadas de tal manera que la ubiquitina o Ubls son
conjugadas (unidas) individualmente a diferentes residuos sobre un sustrato, o
cuando éstas son unidas entre si para formar una cadena que es conjugada al sus-
trato en un solo residuo (0 un pequefio numero de ellos). El ejemplo mas documen-
tado de este tipo de cadenas poliméricas es para la ubiquitina. Las moléculas de
ubiquitina en estas cadenas estan unidas entre si de la misma manera que se unen
a las proteinas sustrato. En particular, el extremo C-terminal de la ubiquitina mas dis-
tal se une a la molécula de ubiquitina previa a través de una union peptidica con el
grupo €-amino de una Lys de la ubiquitina. La ubiquitina posee siete residuos Lys,
los cuales pueden estar involucrados en la formacion de la cadena, aunque la
Lys48, Lys 11 y Lys63 son los residuos mejor caracterizados involucrados en la po-
liubiquitinacion [25]. Las cadenas unidas a través de Lys63 presentan un tipo de
union topoldgica diferente y estan ligados en procesos celulares como reparacion
del ADN vy transduccién de senales [26]. Funcionalmente, ambos tipos de unién de
cadenas de poliubiquitina pueden distinguirse de la monoubiquitinacion, el cual esta

asociado a procesos como la endocitosis y la regulacién transcripcional [27]. Tanto in

Internalizacion de proteinas de membrana
Trafico a compartimentos endosomales
Activacién de procesos de reparacion del ADN
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vitro como in vivo, pueden existir polimeros de ubiquitina con uniones mixtas cuya
funcion no esta determinada [28]. Ademas de la ubiquitina, la unica Ubl conocida ca-
paz de formar cadenas son ciertos miembros de la familia SUMO. Se han detectado
tanto in vitro como in vivo en levaduras como en células de mamiferos [29]; sin em-
bargo, no se les ha asignado ninguna funcion. Es interesante notar que el sitio de
ramificacion para las cadenas de SUMO se encuentra en la extensién N-terminal no

compartida con la ubiquitina

Enzima Activadora de la ubiquitina (E1)

En la mayoria de los organismos, incluyendo humanos y la levadura Saccharomyces
cerevisieae, dos E1 diferentes inician la conjugacién de la ubiquitina. Por mas de
dos décadas, el dogma central en el area era que una sola enzima activadora de la
ubiquitina, UBA1, cargaba E2s del sistema ubiquitina, como en eucariotas inferiores.
Sin embargo, estudios recientes identificaron a UBA6 como la segunda E1 para la
ubiquitina [30]. El mecanismo catalitico estd mejor caracterizado para la E1 UBA1.
Luego de la adenilacion del extremo C-terminal de la Ubl, la ubiquitina adenilada es
atacada por la cisteina catalitica de UBA1, produciendo una union covalente tioéster
entre el sulfidrilo de UBA1 y el extremo C-terminal de la ubiquitina. Posteriormente,
UBA1 cataliza la adenilacion de una segunda molécula de ubiquitina. Por lo tanto,
UBA1 se carga asimétricamente con dos moléculas de ubiquitina en diferentes sitios
activos: una molécula de ubiquitina esta covalentemente unida a la Cys del sitio acti-
vo y la segunda ubiquitina esta asociada no-covalentemente al sitio activo de adeni-
lacidén. Estas ubiquitinas se refieren como ubiquitina (T) y ubiquitina (A) (Figura i6).
Finalmente, la UBA1 se asocia con una E2 afin y ocurre una reaccion de transferen-
cia tioéster, por lo cual el extremo C-terminal de la ubiquitina (T) es transferida a la
Cys del sitio activo de la enzima E2. Los pasos de la reaccién de E1 son reversibles.
La progresion de la cascada es impulsada por la liberacion de fosfato inorganico y

AMP en el primer y segundo paso, respectivamente (Fig. i6).
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Figura i6 | Mecanismo enzimdtico de la activacién de la ubiquitina y el ciclo de conjugacidn.
Ub(A) representa la ubiquitina asociada no covalentemente al sitio activo de adenilacién, y Ub(T)
representa la ubiquitina que estd covalentemente unida a la Cys catalitica de UBA1 a través de una
unién tioéster. El paso (1) muestra la formacién del adenilato, el paso (2) la formacién del tioéster,
el paso (3) muestra la doble carga de ubiquitina sobre E1 y el paso (4) la transferencia de ubiquitina
a la E2. Se repite el paso 2 sobre la E1 Ub(A)~adenilato formado en el paso 4 para continuar el ciclo.

Enzima conjugadora de ubiquitina (E2)

Los miembros de la familia de enzimas conjugadoras de la ubiquitina (E2) se carac-
terizan por poseer un dominio catalitico (UBC) de 150-200 aminoacidos, conserva-
dos en un 35% dentro de la familia. Estos dominios de 14-16 kDa sirven como plata-
forma de unién para la E1, las E3s y las Ubls. Dentro de este dominio se encuentra
la Cys catalitica que une las Ubls activadas a través de una union tioéster, previo a

la interaccidn con las E3 ligasas y la subsiguiente conjugacion al sustrato.

Las E2 son clasificadas segun la existencia de extensiones adicionales al nucleo ca-
talitico; algunas E2s consisten solamente del dominio catalitico (Clase I), otras tie-
nen extensiones adicionales N- o C-terminales (Clase Il y lll, respectivamente) o
ambas (Clase IV). Estas estan involucradas en diferencias funcionales entre las E2s,
como la localizacién subcelular, la estabilizacion de la interaccion con enzimas E1, o
la modulacién de la actividad de la E3 [31]. Por ejemplo, CDC34 (cell division cycle
34) es una enzima E2 de clase lll involucrada en la transicion de la fase G1-S del

ciclo celular eucariota.

La primera tarea importante de la E2 de ubiquitina es recibir ubiquitina y no otra Ubl
en su sitio activo. La ubiquitina y las Ubls pueden competir por la misma Lys en el
sustrato y disparar diferentes reacciones. Por ejemplo, el antigeno nuclear de célu-

las en proliferacion (PCNA) monoubiquitinado promueve la reparacion del ADN lue-
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go del dafio, mientras que la modificacion del mismo residuo Lys con la Ubl SUMO
bloguea la recombinacion entre cromatidas hermanas. Aunque las E1s y E2s de las
Ubls poseen estructuras similares a aquellas enzimas correspondientes a ubiquitina,
las E2s para ubiquitina interactuan especificamente solo con las dos E1 de la via de
ubiquitina. Las E2s se unen a su E1 afin con alta afinidad sélo si estas acarrean el
modificador. Por andlisis de estructura se observo que la carga de una E1 con ubi-
quitina dispara cambios conformacionales en ella, exponiendo asi sitios cripticos de
union a la E2 y permitiendo la formacion del complejo E1-E2 [32]. Durante estos re-
arreglos, un surco cargado negativamente dentro del dominio UFD de la E1 se ex-
pone y es reconocida por dos residuos Lys presentes en la hélice a1l de todas la E2s
para ubiquitina, pero que se encuentra ausente en las E2s para SUMO y NEDDS.
Las secuencias flanqueantes al dominio UBC de las E2s también contribuyen a la
especificidad de la union de E1. El extremo N-terminal de la E2 para NEDDS,
UBE2M, por ejemplo, estabiliza la interaccion entre UBE2M y su E1, y al mismo

tiempo reduce su afinidad por la E1 para ubiquitina [33].

Luego de ser cargada con ubiquitina, las E2s se acoplan con las E3s para catalizar
la ubiquitinacion del sustrato (Fig. i7). Una sola E2 es capaz de interactuar con dife-
rentes E3s (como se observa para los miembros de la familia de E2s UBE2D). Los
pares de E2-E3 caracterizadas hasta el momento incluyen el complejo SCF (Skp-
Cullin1-Ebox ) y la E2 Cdc34 [34]; el complejo de APC/C (Anaphase promoting com-
plex/Ciclosome) y las E2s UBE2C y UBE2S [35,36]; la E3 residente del reticulo en-
doplasmaético gp78 y la E2 UBE2G2; la proteina sensible a radiacion E3 (RAD18) y
la UBE2A, que actua en reparacion de ADN [33]. Todas las E2s caracterizadas hasta
el momento reconocen a las E3s a través de los loops L1 y L2 y la a-hélice 1 de la
superficie de la E2 (Figura i8). Las pequefias variaciones en estos motivos contribu-
yen a la especificidad de union a las E3. Al igual que la asociacién con las E1, exis-
ten componentes adicionales unicos en las E2s que pueden aumentar aun mas la
especificidad por la unién a las E3. La E2 Cdc34 utiliza su extremo C-terminal car-

gado negativamente para unirse a su E3, el complejo SCF.
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Figura i7 | Esquema de las principales vias de conjugacién de Ubiquitina/Ubls en eucariotas supe-
riores. Ademds de Ubiquitina, las Ubls SUMO, NEDDS, y ISG15 son activadas por su E1 especifica.
La mayoria de la Ubiquitina/Ubls usan E2 especificas, pero en algunos casos comparten E2s, como
ocurre con la ubiquitina y la ISG15, indicado con el simbolo (+). A las E2s indicadas con un asterisco
no se les ha asignado una determinada actividad atin. Tanto UBE2L6 y UBE2E2 tienen como nombre
alternativo UbcHS8. Finalmente, grupos de E3s determinadas median la conjugacién covalente de
Ubls a los sustratos apropiados. No se muestran las cascadas conjugadoras para Atg8 y Atgl2, FUBI,
FAT10 y Urm1. Tomado de [31].

Cada vez es mas evidente que las E2s pueden determinar la especificidad y la longi-
tud de las cadenas de ubiquitina y pueden influir en la procesividad de la formacién
de la cadena. El ensamblado de cadenas de ubiquitina es iniciado por la transferen-
cia de la primera ubiquitina a una Lys del sustrato. Posteriormente, el par E2-E3 ex-
tiende la cadena, agregando moléculas adicionales de ubiquitina a la ubiquitina ya
unida al sustrato. La decision de si un residuo Lys en el sustrato o en la ubiquitina
recibira la proxima ubiquitina es tomada por la E2; recientemente se han reportado
E2s dedicadas a iniciacion o elongacion. Un ejemplo de la division de trabajo de las

E2s entre la iniciacidén y la elongacion de las cadenas ocurre con el complejo de le-
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vaduras APC/C, donde la E2 Ubc4 modifica los residuos Lys en los sustratos, mien-

tras que Ubc1 extiende las cadenas de ubiquitina unidas por Lys48 [37] (Fig. i9A).

Figura i8 |Estructura del dominio
UBC de la E2 UBE2D2. El nftcleo
UBC estda compuesto por 4 o-hélices
y un hoja § anti-paralela. La a-hélice
1 que interactda con la E1 se muestra
en verde, y los dos loops que interac-
tdan con la E3 se muestran en amari-
llo y violeta. El acercamiento muestra
las posiciones relativas de los resi-
duos Cys85 y Asn77 del sitio activo
(modificado de [10])

a-Hélice 1

-~ Loop 2
a-Hélice 2

a-Hélice 4

Algunas E2s involucradas en la iniciacion de la cadena de ubiquitina carecen de es-
pecificidad por un residuo Lys en el sustrato, lo cual les permite iniciar la formacion
de la cadena sobre un diverso numero de sustratos. Las E2s involucradas en la
elongacioén de la cadena de ubiquitina dependen generalmente de la unién de la
primera ubiquitina al residuo Lys en el sustrato. Tanto la E2 Ubc13 (especifica para
adicionar en la Lys63) como la UBE2S (especifica de Lys11) no son capaces de ini-
ciar la cadena de ubiquitina. En consecuencia, la formacién de las cadenas unidas
del tipo Lys63 sobre PCNA de levaduras durante la reparacion de DNA post-replica-
tiva es iniciada por la E2 RADG6, antes que Ubc13 pueda extenderlas. Finalmente,
algunas E2s catalizan tanto la iniciacibn como la elongacion de cadenas. La E2 de
levaduras Cdc34, por ejemplo, coopera con la E3 SCF para unir cadenas de ubiqui-
tina al regulador del ciclo celular Sic1, iniciando de forma inespecifica la unidén de la
primera ubiquitina a las Lys del sustrato, y luego elongando estas cadenas afnadien-

do moléculas de ubiquitina a la Lys48 de la primera ubiquitina unida (Fig. i9B).
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Figura i9 | Mecanismo de iniciacién y elongacién de la cadena de ubiquitina. A) El complejo APC/
C de levaduras utiliza la enzima conjugadora de ubiquitina Ubc4 para iniciar la ubiquitinacién, y una
E2 diferente, Ubcl, para elongar la cadena de ubiquitinas unidas a través de Lys48. B) La E2 de leva-
duras Cdc34 puede iniciar y elongar las cadenas de ubiquitina. La elongacién requiere del loop acidico
de Cdc34, que podria orientar el grupo Lys que es atacado de forma relativa al sitio activo de la E2.
Modificado de [33].

Las Ubiquitin Ligasas (E3)

Los componentes de las E3 son responsables del reconocimiento especifico de un
gran numero de proteinas sustrato en el sistema ubiquitina-proteasoma. Esto requie-
re tanto de especificidad como de versatilidad, que es provisto por la existencia de
entre 500-1000 E3 ligasas diferentes. Estas se clasifican actualmente en cuatro cla-
ses de acuerdo con la presencia de dominios: tipo HECT (Homologous to E6AP C-
terminus), tipo RING finger (Really Interesting New Gene), tipo U-box y tipo PHD fin-
ger. Las E3s con dominio HECT forman intermediarios tioéster con la ubiquitina y
luego lo transfieren al sustrato, mientras que las RING E3s median la transferencia
directa de la ubiquitina desde la E2 al sustrato (Fig. i11). Se cree que el tipo de E3
RING finger forma la familia mas grande y se encuentra subdividida en subfamilias;
una de estas, la subfamilia basada en Cullin, es la mayoritaria. Existen 7 tipos de
E3s basadas en Cullin, incluyendo el complejo SKP1-CUL1-F-box (SCF) y el com-

plejo promotor de la anafase/ciclosoma (APC/C) [38,39], ambos involucrados en la
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Figura i10 |La via de ubiquitinacién: HECT y RING E3s. La ubiquitina libre es activada de forma
dependiente de ATP con la formacién de una unién tiol-éster entre la E1 y el extremo carboxilo de la
ubiquitina. La ubiquitina es transferida a una de las diferentes E2. Las E2 se asocian con E3s, que pue-
de o no tener un sustrato ya unido. En el caso de las E3 con dominio HECT, la ubiquitina es transferi-
da a la cisteina del sitio activo del dominio HECT y luego transferida al sustrato (S) (como se mues-
tra), o a una cadena de poli-ubiquitina. En el caso de las RING E3s, la evidencia actual indica que la
ubiquitina es transferida directamente de la E2 al sustrato. Tomado de [39].

protedlisis de componentes centrales de la maquinaria del ciclo celular. EI complejo
SCF esta compuesto por tres componentes invariables: RBX1 (RING-finger protein),

CUL1 (proteina de andamiaje), y SKP1 (proteina adaptadora),asi como un compo-

nente variable conocido como la proteina F-box, que se une a SKP1 a través del

dominio F-box, y al sustrato a través de un dominio WD-40 o LRR1 (repeticiones ri-
cas en leucina)(Fig. i11). Se han identificado aproximadamente 70 proteinas F-box
en humanos que se ubican dentro de tres categorias: aquellas con repeticiones WD-
40 (FBXW), con repeticiones ricas en leucinas (FBXL) u otros dominios (FBXO)[40].
La subunidad F-box determina la especificidad del sustrato por parte del SCF. En
Saccharomyces cerevisiae, por ejemplo, la unién de la F-box Cdc4 al SCF promueve
la ubiquitinacién del inhibidor de CDK Sic1, disparando asi la activacion de la CDK e

iniciando la fase S.

El APC/C es estructuralmente similar al complejo SCF, y esta compuesto por los
componentes invariables APC11 (proteina RING-finger relacionada a RBX1), APC2
(proteina relacionada a CUL1), por lo menos otros once componentes sin una fun-
cion definida y un componente variable conocido como activador. Hay dos tipos de
activadores: cell division cycle 20 (CDC20) y CDH1. Estos confieren especificidad de

sustrato de la misma forma que las F-box lo hacen en el complejo SCF. A pesar de
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las semejanzas estructurales y bioquimicas entre el SCF y el APC/C, sus funciones
celulares son diferentes. Esto se refleja en el momento de actividad de cada comple-
jo E3: el APC/C se encuentra activo desde mitad de la mitosis (anafase) hasta el fi-
nal de la fase G1, mientras que el complejo SCF, es activo desde G1 tardio hasta el
comienzo de Mitosis. Sus funciones se delimitan a través de un loop regulatorio,

donde el complejo SCF y el APC/C interaccionan y se regulan mutuamente [41,42].

La F-box es central en la regulacion de la ubiquitinacion durante el ciclo celular. La
tasa de ubiquitinacion del SCF no se controla por cambios en la actividad del com-
plejo enzimatico, que se mantiene constante a lo largo del ciclo celular. En cambio,
la tasa de ubiquitinacidén se regula por cambios en la afinidad del sustrato por su co-
rrespondiente proteina F-box. En general, los sustratos del complejo SCF se unen a
su proteina F-box y son ubiquitinados sélo si esos sustratos han sido fosforilados en
un sitio especifico o un grupo de sitios. La fosforilacion es efectuada por las CDKs,
vinculando la ubiquitinacion y la protedlisis en momentos especificos del ciclo celu-
lar. A diferencia del SCF, el complejo APC/C es regulado durante el ciclo celular, y
los sustratos del APC/C normalmente no son modificados. EI APC/C es activado du-
rante mitosis por fosforilacion de las subunidades, y se inactiva durante G1 tardio
por la degradacidon de su E2 especifica UbcH10, por degradacion e inhibicion fosfori-
lativa de los componentes variables CDC20/CDH1, y la expresion de su inhibidor
Emit [43].

La funcion de la protedlisis dependiente de ubiquitina en el ciclo celular

La protedlisis dependiente de ubiquitina genera un mecanismo de irreversibilidad
que es esencial para las transiciones de las fases del ciclo celular. Las fosforilacio-
nes activantes o inactivantes de los complejos CDK/ciclina no aseguran la unidirec-
cionalidad del ciclo. Sin embargo, la degradacion de una ciclina o CKI obliga al sis-
tema a proceder a la siguiente fase y evitar que un proceso se repita. Por ejemplo,
en la fase S, cuando la actividad de CDK es baja, las células activan sus origenes
de replicacion. Sin embargo, inician la replicacion del ADN sélo luego de activar las
CDKs en la transicion de G1 a S. La activacion irreversible de las quinasas se pro-

duce en parte por la degradacion del inhibidor de CDKs p27. Si la degradacion de
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p27 es alterada, las células pueden volver de la fase S a la G1 y reactivar los orige-
nes de replicacion que ya han sido utilizados. Esto permite a las células amplificar

genes 0 cromosomas, un evento observado a menudo en tumores [44].
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Figura i1l | Similitud de estructura del SCF y APC/C. Tanto el complejo SKP1-CUL1-F-box protein
(SCF) y el complejo Promotor de la anafase/ciclosoma(APC/C) estdn compuestos por subunidades
fijas y subunidades variables que reconocen los sustratos. El SCF se conforma de los componentes
invariables RBX1 (RING-finger protein), CUL1 (proteina de andamiaje) y SKP1 (proteina adaptadora),
asi como del componente variable proteinas F-box, que es responsable del reconocimiento del sustra-
to. Dentro de las mds de 70 proteinas F-box de humanos, tres proteinas - S-phase kinase-associated pro-
tein 2 (SKP2), la proteina con dominios F-box y WD-40 7 (FBW?7) y la proteina f-transducina repeat-
containing protein (B-TRCP) - son los principales protagonistas en el control del ciclo celular. El APC/C
estd formado por los componentes invariables APC1 (RBX1-related RING-finger protein), APC2 (pro-
tefna relacionada a CUL1) y al menos otros 11 componentes cuyas funciones no son conocidas. A su
vez, las subunidades activadoras variables, cell division cycle 20 (CDC20) o CDH1, confieren especifi-
cidad de sustrato de la misma manera que las proteinas F-box lo hacen en el complejo SCE. Se indican
en naranja los sustratos conocidos de cada componente variable en el SCF y el APC/C [121,122,123].
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Consistente con la importancia de p27 en el control del ciclo celular, su degradacion
se encuentra muy regulada. Cuando la célula se compromete a otra ronda de divi-
sidn, se activan ciertas quinasas que fosforilan a p27 y producen su desplazamiento
de la unién a CDK2. Esto permite que la CDK2 fosforile a p27 y pueda ser reconoci-
da por la proteina F-box Skp2. Asi, el complejo SCF ubiquitina p27 y lo marca para
su degradacion por el proteasoma 26S, resultando en una rafaga de actividad de
CDK2, activacion de factores de transcripcion y sintesis de ciclinas. La consiguiente
activacion de CDK2 compromete a la célula a entrar a la fase S. Dado que no hay

mas p27, la célula no puede volver a G1y la entrada a S es irreversible.

De manera similar, la salida de mitosis depende de la degradacién de ciclinas. Las
ciclinas del tipo A y B activan la quinasa CDK1, cuya actividad es requerida para es-
tablecer y mantener el estado mitético. La ubiquitinacion de las ciclinas Ay B por el
complejo APC/C y su degradacion por el proteasoma 26S apagan la actividad de
CDK1 y promueven la salida de mitosis. La importancia de este evento proteolitico
es ilustrado por células que fallan en la degradacién de ciclinas: estas se arrestan en

mitosis.

Ubiquitinacion en Tripanosomatidos

Los primeros trabajos sobre la ubiquitina en Tripanosomatidos se publicaron en el
afno 1988 describiendo los genes tanto de T. cruzi como de T. brucei [45,46]. En ellos
se describid la organizacién gendmica de los genes de ubiquitina, y se demostré di-
ferencias en el numero y tamafios de los genes y transcriptos de ubiquitina; por
ejemplo, en T. cruzi se encontraron mas de 10 genes, mientras que una cepa de
Leishmania donovani poseia solo uno. La proteina de T. cruzi posee un 84% de
identidad con el producto del gen UBI de Saccharomyces cerevisiae, y mas impor-
tante aun, su extremo C-terminal posee la secuencia aminoacidica LRGG, donde la
penultima Glicina es esencial para la unidén isopeptidica con la lisina del sustrato
[47]. El primer trabajo sobre la actividad ubiquitin ligasa fue realizado en T. brucei
[48], donde por medio de ubiquitina marcada con '25lodo, se demostrd actividad cito-
solica de un sistema ubiquitin ligasa en el estadio sanguineo de T. brucei brucei, no

asi en nucleos aislados. A su vez, se estudid la actividad del proteasoma 26S en Tri-
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panosomatidos [49,50,51] y como la degradacion de proteinas por el mismo esta
involucrado en la diferenciacion de los diferentes estadios de los parasitos
[50,51,52].

Recientemente, se ha estudiado la funcionalidad de las dos enzimas E1 para ubiqui-
tina presentes en T. brucei [53], demostrandose que son necesarias para la sobrevi-
da de los parasitos, y su ausencia produce una disminucidén en la cantidad total de
proteinas ubiquitinadas. A su vez, se cristalizé parte de la proteina Ubl SUMO de T.
brucei, observandose que la estructura tridimensional esta muy conservada con la
de SUMO-1 de humanos y Smt3 de levaduras [54].

En T. brucei, se estudio la funcién de algunos de los homélogos del complejo APC/C.
Se pudo determinar que los componentes APC1 y CDC27 al ser depletados de la
célula, producen un arresto en el crecimiento de los parasitos con un aumento de
células en la fase G2/M, sugiriendo una funcién del APC/C en mitosis, al igual que

en otras células eucariotas [55].
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Objetivos

- OBJETIVO GENERAL

Estudiar la regulacion que ejerce la via de ubiquitinacidén en el ciclo celular de Tripa-
nosomatidos

- OBJETIVOS PARTICULARES

1. Analizar la presencia de los componentes centrales del complejo SCF en

Tripanosomatidos.

2. Estudiar la funcion que ejerce cada uno de los componentes del complejo
SCF en la proliferacidén y en el ciclo celular de T. brucei, a través de las téc-

nicas de ARN de interferencia, inmunolocalizacién y sobreexpresion.
3. Analizar la actividad de la enzima E2 TbCdc34

4. ldentificar sustratos del complejo enziméatico, utilizando la técnica de Elec-

troforesis bidimensional diferencial en gel (2D-DIGE)
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Resultados

Introduccion

Nuestro laboratorio ha estudiado las bases moleculares del ciclo celular de T. cruzi
desde hace ya casi una década. Los trabajos previos a esta tesis describieron dife-
rentes CRKs y ciclinas en este parasito, que guardan gran homologia con miembros
de esas familias de proteinas de distintos organismos. También fue descripta la pro-
teina CKS1, cuyo homélogo en levaduras esta implicado en la regulacién de las
CDKs. Esta proteina es capaz de complementar la mutante p13suc1(el homélogo de
CKS1) de S. pombe y de interaccionar de forma estable con TcCRK1 y TcCRKS, dos
homélogos de CDKs [19].

Se sabe que la proteina de humanos hCKS1 es capaz de interactuar con la proteina
F-box SKP2 del complejo SCF, favoreciendo la ubiquitinacién del inhibidor de CDKs
p27. En ese entonces, varios reportes vinculaban la CKS con la maquinaria de ubi-
quitinacion. Dada la regulacion que ejerce el sistema de ubiquitinacion sobre las ci-
clinas y los CKl y en consecuencia, sobre el ciclo celular, nos interes6 comenzar el
estudio de los complejos de ubiquitinacion en Tripanosomatidos, mas especifica-

mente el complejo SCF, con el cual CKS1 es capaz de interactuar.
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ANALISIS IN SILICO DEL COMPLEJO SCF EN TRIPANOSOMATIDOS

El primer paso en nuestro trabajo fue realizar una busqueda bioinformatica de los
componentes del complejo SCF en los genomas secuenciados de Tripanosomati-
dos. Para ello se utilizaron las secuencias aminoacidicas de las proteinas de huma-
nos y levaduras SKP1, Cullin1, Cdc34 y Rbx1. Se utilizaron como base de datos los
genomas de T. brucei, T. cruzi y L. major (GeneDB.org). Fue posible identificar ho-
mélogos de las cuatro proteinas que forman parte del core del complejo SCF, con
una alta conservacién de dominios estudiados en otros organismos. En la Tabla | se
muestran los homédlogos identificados para cada unos de los parasitos, los dominios
presentes en cada una de estas proteinas y los nUmeros de acceso en la base de

datos de sus genomas.

SCF COMPLEX

Protein PFAM Domains T.brucei GeneDB T.cruzi GeneDB L. major GeneDB
SKP1 PF03931 PF01466 | TbSKP1 Th11.02.3990| TcSKP1 Tc00.1047053508041.11 LmSKP1 LmjF11.1210
CDC53/CULLIN1 | PF00888 TbCDC53 Tb927.8.5970| TcCDC53 Tc00.1047053511075.40 | LmCDC53 LmjF24.2290
RBX1 PF00097 TbRBX1 Th10.70.6035| TcRBX1 Tc00.1047053503965 LmRBX1 LmjF.0023
CDC34 PF00179 TbCDC34 Tb11.01.5790| TcCDC34 Tc00.1047053511727 LmCDC34 LmjF32.0960

TABLA 1. Ortélogos del complejo SCF identificados en los genomas de Trypanosoma brucei, Trypa-
nosoma cruziy Leishmania major a partir de las proteinas de levaduras y humanos. Los numeros de
acceso corresponden a la base de datos de GeneDB (http://www.genedb.org) y a los dominios Pfam
(http://pfam.sanger.ac.uk/)

La secuencia deducida de aminoacidos de TbSkp1 posee un 33% de identidad con
el homdlogo de humanos (HsSkp1 Numero de acceso: P63208). Estd compuesta
por 182 aminoacidos y posee un peso molecular deducido de 21.13 kDa. La mayor
conservacion de aminoacidos se encuentra en el extremo C-terminal, involucrado en

el reconocimiento del dominio F-box de las proteinas que llevan el mismo nombre
(Figura R1).
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Figura R1 | Alineamiento mdltiple de secuencias aminoacidicas de TbSkp1 con otras proteinas
Skpl de eucariotas. Las secuencias aminoacidicas de las protefnas Skpl de Trypanosoma brucei
(TbSkpl: Tb11.02.3990), Trypanosoma cruzi (TcSkpl: Tc00.1047053508041.11), Leishmania major
(LmSkpl: LmjF11.1210), Humanos (HsSkpl: P63208), Saccharomyces cerevisize (ScSkpl: P52286),
Plasmodium falciparum (Pfskpl: Q8ID38) fueron alineadas utilizando el programa ClustalW. Los aste-
riscos marcan los residuos conservados. El cuadro en verde indica los residuos involucrados en la
interaccién con el dominio F-box de las proteinas del mismo nombre [119].

El segundo componente del complejo SCF, TbRbx1, posee el mayor porcentaje de

identidad aminoacidica de las 4 proteinas del complejo (63% con su contraparte de

humanos)(HsRbx1 - Numero de acceso: P62877). El dominio RING esta totalmente

conservado en las secuencias aminoacidicas deducidas de Tripanosomatidos (Fig.

R2). Este dominio esta definido por una serie de ocho residuos histidina y cisteina

que unen iones de zinc. La identidad de secuencia dentro del dominio RING-H2 de

TbRbx1 con la proteina de humanos es de 72%.
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Figura R2 | Alineamiento multiple de las secuencia deducida de T. brucei Rbx1 con otras Rbx1
de eucariotas. Se alinearon las secuencias aminoacidicas de Trypanosoma brucei (TbRbxl1:
Tb10.70.6035), Trypanosoma cruzi (TcRbx1: Tc00.1047053506495.9), Leishmania major (LmRbx1:
LmjF21.0023), humanos (HsRbx1: P62877), Saccharomyces cerevisiage (ScRbx1: NP_014508) y Plasmo-
dium falciparum (PfRbx1: PFC0845c¢). El alineamiento fue realizado mediante el programa ClustalW.
Los asteriscos indican residuos conservados, los ntimeros sobre las Cys e His muestran los residuos
involucrados en la unién a los iones de zinc; en verde se indica el dominio RING-H2.

La proteina TbCdc34 posee un 20% de identidad con la proteina de humanos (Nu-

mero de acceso: P49427), estd compuesta por 247 aminoacidos y un peso molecu-

lar deducido de 28.16 kDa. Dentro del dominio N-terminal estan muy conservados

varias regiones, incluyendo el sitio activo. Posee el dominio UBC, con la cisteina ca-

talitica (C84)(usualmente en las proteinas Cdc34 ésta es la Unica cisteina), la serina

involucrada en la formacién de la cadena de ubiquitina (S86) y la insercién de 11

aminoacidos que la diferencia del resto de las E2 (residuos 93-104) [56,57] (Fig. R3).

A su vez, esta E2 posee una extension en el extremo C-terminal, que en humanos

[58] y levaduras [59] se ha determinado como esencial para mediar la interaccidon

con el SCF. Esta extension C-terminal permite incluir a ToCdc34 dentro de las E2 de

la Clase Il (ver introduccién).
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PfCdc34 YNATLSFPSDFPNHPPOMKFTQEMWHPNVFPDGRVCISILHPPGVDIYNEQEKPEERWRP 113
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Figura R3 | Alineamiento miltiple de secuencias aminoacidicas de TbCdc34 con otras proteinas
Cdc34 de eucariotas. Las secuencias aminoacidicas de las proteinas Cdc34 de Trypanosoma brucei
(Tbedc34: Tb11.01.5790), Trypanosoma cruzi (TcCdc34: Tc00.1047053511727.40), Leishmania major
(LmCdc34: LmjF32.0960), humanos (HsCdc34: P49427), Saccharomyces cerevisiae (ScCdc34: P14682),
Plasmodium falciparum (PfCdc34: Q81301) fueron alineadas utilizando el programa ClustalW. Los aste-
riscos marcan los residuos conservados. En rojo se muestra la Cys catalitica de la enzima, en gris los
aminodcidos importantes para la actividad de la enzima, en azul se muestra la insercién de 11
aminodcidos caracteristico de Cdc34/Ubc3. Las flechas negras marcan los residuos que son fosforila-
dos en la proteina de humanos o levaduras; el simbolo @ indica residuos que podrian ser fosforilados

(NetPhos 2.0 Server).

La cuarta proteina del complejo, TbCullin1, posee un 23% de identidad con la pro-
teina de humanos. Esta compuesta por 742 aminoacidos y tiene un peso deducido
de 84.84 kDa. El dominio N-terminal es el menos conservado entre las proteinas Cu-

llinas, y es el involucrado en la interaccidon con Skp1. El dominio llamado cullin ho-
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mology (CH), que comprende los residuos 352 a 583, es el encargado de reclutar la
enzima E2 y la proteina Rbx1. Dentro de este dominio, se encuentra el residuo Arg
442, cuya mutacién en la proteina de levaduras (R488C), disrumpe la interaccion
con Cdc34 [60]. En las proteinas deducidas de tripanosomatidos, este residuo se
encuentra conservado (Fig. R4). El extremo C-terminal es la regibn mas conservada
de toda la proteina, y es en esta regidbn que se encuentra el residuo lisina (K686 en
la proteina de T. brucei) que es modificado por la Ubl Nedd8. La neddilacién de Cul1
aumenta la actividad ubiquitin ligasa in vitro, potencialmente por facilitar el recluta-
miento de las enzimas E2 [61]. A su vez se demostrd que la neddilacion es importan-

te para la actividad de Cul1 in vivo [62].

\/
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PfCull SEIVEIFNYTSNKETFFEYYRVYLANRLIN-NIYISLHIEKKFIEQLYYLCGSQYTSKLG 547
HsCull NQVMVVFKYIEDKDVFQKFYAKMLAKRLVHQNSASDDAEA-SMISKLKQACGFEYTSKLQ 505
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TcCull EIAKKIEEDRRPAIDACLVRIMKSRRVLSHSSLVEECHQKLSQLFSADQKLIKQRIEELI 722
LmCull HISKQVEEDRKPAIDGALVRIMKGRRSLDHAELVLQCQOQQLSSRFSPDVKLIKQRIEELI 725
PfCull KEHEKTKEDRTMAIEAAIVRVMKMHKKLFYDQIFDYVKKSLSS-FSPTNQVIEKKIDLLV 811
HsCull TTHKNIEEDRKLLIQAAIVRIMKMRKVLKHQQLLGEVLTQLSSRFKPRVPVIKKCIDILI 757
ScCull RIEKELNTERQIFLEACIVRIMKAKRNLPHTTLVNECIAQSHQRFNAKVSMVKRAIDSLI 797
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Figura R4 | Alineamiento mdiltiple parcial de secuencias aminoacidicas de TbCullinl con otras
proteinas Cull de eucariotas. En el alineamiento superior se puede observar la Arg (flecha) del do-
mino CH de Cullinl, cuya mutacién es la causante de la cepa mutante cdc53-1 en levaduras. En el pa-
nel inferior, se muestra parte del dominio C-terminal de las Cullinas. La lisina (K) aceptora de Nedd8
se marca con una flecha. Los asteriscos marcan los residuos conservados. Trypanosoma brucei (TbCull:
Tb927.8.5970), Trypanosoma cruzi (TcCull: Tc00.1047053511075.40), Leishmania major (LmCull:
LmjF24.2290), Humanos (HsCull: Q13616), Saccharomyces cerevisiae (ScCull: Q12018), Plasmodium fal-
ciparum (Pfskp1: PF08_0094)
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Este andlisis mostrd que las subunidades homologas del complejo SCF en Tripano-
somatidos se encuentran muy conservados e indicarian que este complejo podria

ser funcional en estos parasitos.

ARN DE INTERFERENCIA

Estudio de los efectos originados en la viabilidad de parasitos de T. brucei por el si-
lenciamiento de los posibles componentes del complejo SCF

La secuenciacion del genoma de T. brucei ha determinado que existen 9,068 genes
dentro de sus 11 cromosomas. De estos genes predichos, solo al 50.5% se le ha
asignado una funcion. Los enfoques de genética reversa permiten comprobar la fun-
cion de un gen, sobre la base de la capacidad de predecir la funcion de la secuencia
de la proteina. EI ARN de interferencia (ARNi) en Tripanosomas fue descripto por el
laboratorio de Ullu y Tschudi [63] en 1998 durante un estudio disefado para abordar
el mecanismo del splicing de ARNm en T. brucei. Ellos observaron que el ARN doble
cadena derivado de secuencias codificantes para alfa-tubulina provocaba que las
células se redondearan (fat cells). Este fue uno de los primeros descubrimientos de
la actividad de ARNi en células eucariotas, luego de los primeros trabajos en plantas
y gusanos. Varios Tripanosomatidos poseen la maquinaria para ARNi, incluyendo T.
brucei spp. y T. congolense. Sin embargo, el ARNi estad ausente en T. cruzi al igual

que en Leishmania.

La utilizacion de los datos de la secuencia gendmica de Tripanosomatidos depende
de las herramientas utilizadas para analizar la funcién de los genes y la biologia de
los parasitos, y para identificar y validar blancos terapéuticos. En consecuencia, las
herramientas genéticas en T. brucei estdan siendo mejoradas constantemente y se
dispone de plasmidos para modificar genes in situ, para expresion ectdpica y para el
ARNi [64]. La utilidad del ARNi en T. brucei se manifesté en un trabajo reciente don-
de se analiz6 la funcidén de todos los genes presentes en el cromosoma | del parasi-
to [65].

Con el objetivo de estudiar la funcion que cumplen las proteinas homoblogas del
complejo SCF en T. brucei, se utilizd la técnica de ARNi. Para ello se amplificaron

fragmentos de entre 305-498 pb correspondientes a una secuencia Unica de la re-
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gién codificante de los genes sin una identidad de secuencia significativa dentro del
resto de las secuencias de la base de datos del genoma de T. brucei (GeneDB.org).
La seleccion de las regiones se realizd utilizando el programa on-line RNAit

(www.trypanofan.org) [66]. Se disefiaron primers especificos para la reaccion de

PCR y luego los fragmentos fueron ligados en el plasmido pZJM por reemplazo del
fragmento de a-tubulina del vector [67]. Este plasmido posee dos promotores T7 en
direcciones opuestas inducibles por Tetraciclina, por lo que al clonar el inserto entre
estos dos promotores, es posible inducir la transcripcion de la doble cadena de ARN
que interferira en las células con el mensajero de interés (Fig. R5). Las construccio-
nes resultantes fueron linealizadas por digestion con la enzima de restriccion Notl
para su integracion en la region de ADN ribosomal de T.brucei. La transfeccién de
los parasitos prociclicos y sanguineos de la cepa inducible de T. brucei 29-13 y 90-
13, respectivamente, se realizdé por electroporacidon (ver materiales y métodos) y
luego de aproximadamente un mes se obtuvieron clones estables para cada una de

las construcciones.

2XT7
P'T7 2 TRrSE TERMINADOR

’

TS Xhol Hind Il ) v
S ’l’ ’I
~ 4

pZJM

Figura R5 | Esquema de la construccién utilizada para los silenciamientos. El vector pZJM es indu-
cible por Tetraciclina, contiene dos promotores T7 (P. T7) para generar la doble hebra de ARN e indu-
cir el ARNi. El pldsmido es direccionado a la regién transcripcionalmente silenciosa de ADN riboso-
mal (rDNA spacer). Posee un gen de resistencia a la droga Fleomicina (BLE), necesaria para mantener
el pldsmido integrado en el genoma del pardsito. La secuencia de ADN a utilizar es clonada entre los
sitios Xhol y HindIII. TET OP: operadores para Tetraciclina.

A fin de determinar si la reduccidn de dichas proteinas afecta la viabilidad de los pa-
rasitos, se estudid la tasa de crecimiento de los parasitos de ARNi cada 24 horas du-
rante seis dias consecutivos en presencia de Tetraciclina. El agregado de Tetracicli-
na libera la represion sobre el promotor T7, permitiendo la expresién de la doble he-

bra. Para evaluar la eficiencia del silenciamiento, se purific6 ARN total de estos culti-
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vos y se analizd los niveles de ARNm mediante Northern blot (para el estadio proci-
clico (PCF)) o por Real-Time PCR cuantitativa (qQRT-PCR) (para el estadio sangui-
neo (BSF)). Los resultados obtenidos se muestran para cada una de las proteinas

de forma separada.

ARNi de TbRbx1

Para analizar el efecto que tiene la interferencia de esta proteina, se cont6é diaria-
mente el numero de parasitos en cultivos inducidos y no inducidos con Tetraciclina.
La induccion del ARNi resultd en una inhibicidbn en el crecimiento de los parasitos
cuatro dias después del agregado de la droga en el estadio prociclico. En cambio,
en tres clones diferentes analizados del estadio sanguineo, no se detectdé ningun
efecto en el crecimiento de los parésitos. El andlisis por Northern blot y de gRT-PCR
mostro la disminucion del ARNm de TbRbx1 luego de la induccién de la interferencia
(Fig. R6A). A su vez, se tomaron muestras a diferentes tiempos para realizar tincio-
nes con 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) o loduro de Propidio para un ulterior
analisis mediante citometria de flujo (FACS). La tincion con DAPI de células fijadas
permite visualizar por microscopia las moléculas de ADN presentes dentro de ella;
de esta manera, es posible estudiar el contenido de ADN nuclear(N) o del kineto-
plasto(k) y la tasa N:K refleja la posicidn de la célula en el ciclo celular (ver introduc-

cion: Ciclo celular en Tripanosomatidos). Por lo tanto, las anormalidades observadas

en la estructura o numero relativo de compartimentos de ADN reflejara defectos nu-
cleares, del kinetoplasto y del ciclo celular. El analisis por FACS nos da informacion
sobre la distribucion de las células en las diferentes fases del ciclo celular (G1, S o
G2/M). Sin embargo, no es posible diferenciar entre G2 y M, ya que en las dos se

encuentra el mismo contenido de ADN.

En parasitos prociclicos, a partir del dia 6 luego de la induccién del ARNi de TbRbx1,
el analisis por DAPI evidenci6 una clara reduccion en el porcentaje de células con
contenido 1N1K en comparacién con células no inducidas (88% contra 71%); dicha
diferencia aumento6 en el dia siete post-induccion (86% vs. 68%). Por otro lado, no
hubo una alteracién apreciable en las configuraciones de células TN2K o 2N2K (Fig.

R6B, panel izquierdo).
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Figura R6 | TbRbx1 es esencial en la forma prociclica de T. brucei. A) Curvas de crecimiento de pa-
rasitos PCF Rbx1 (panel izq.) y BSF Rbx1 (panel der.) luego de la induccién del ARNi. Células PCF y
BSF transfectados con la construccién pZJM-TbRbx1 ARNi fueron cultivados en presencia (+) o au-
sencia (-) de Tetraciclina (1ug/ml). Dentro de ambas gréficas se muestra el Northern blot (PCF) o la
qRT-PCR (BSF) demostrando la degradacién del ARNm mediada por el ARNi. B) Configuraciones de
ntcleos (N) y kinetoplastos (K) del ARNi en PCF TbRbx1 inducidos (+) o no inducidos (-) con Tetra-
ciclina para los tiempos indicados. C) Imdgenes de células tefiidas con DAPI vistas con microscopia
de contraste y fluorescencia. El efecto del ARNi de TbRbx1 se observa sobre la morfologia y sobre los
ntcleos (N) y kinetoplastos (K). D) Andlisis de FACS del ARNi de TbRbx1 en células PCF. El panel
inferior indica el porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo celular, cuantificado mediante
el programa Flowjo 7.5.5. Los experimentos fueron repetidos al menos tres veces. NI, células no in-
ducidas. para/ml: pardsitos por ml.

Sin embargo, se pudo observar un aumento de células con contenido 1INOK y ON1K
(zoides) en el dia 6 (11,8% y 3,4%, respectivamente) (Fig. R6B, panel derecho). El
analisis realizado mediante FACS mostré una reduccion en el porcentaje de células
en la fase G1 a partir del dia 6 (13% menos que el control), sin cambios en el niume-
ro de células en S y un pequeno aumento en poblacién de G2/M (Figura R6D). No
se observaron cambios en la morfologia de las células durante el periodo de tiempo
estudiado. Estos resultados indican que la proteina TbRbx1 podria estar involucrada
de forma directa o indirecta en la replicacion del kinetoplasto, ya que su deplecion
provoca la aparicion de células con un nucleo y ningun kinetoplasto, asi como célu-

las sin nucleo y con kinetoplasto, estas ultimas denominadas zoides (Figura R6C).

RNAi de TbCDC34

El andlisis del ARNi de TbCdc34 se realizé6 Unicamente en el estadio sanguineo de
T. brucei, ya que no fue posible generar lineas estables en el estadio prociclico. Se
analizaron tres clones diferentes que mostraron resultados similares. La induccion
de la interferencia de TbCdc34 provocd una rapida inhibicidn del crecimiento, que
fue evidente a las 8 horas post-induccion. Esto se correlaciona con la disminucién en
los niveles de ARNm examinados por gRT-PCR (Fig. R7A). Mediante tincion del
ADN con DAPI, se observo un aumento significativo de células mitéticas (2N2K) (n >
300), las cuales comprendian el 50% del total a las 8 horas de induccion (Fig.R7B).

Se pudo observar células que permanecian unidas por sus extremos posteriores,
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que re-replicaron su ADN nuclear y del kinetoplasto, dando como resultado la apari-
cion de tipos celulares anormales con mas de dos nucleos y dos kinetoplastos, que
comprendian el 30% de las células, con configuraciones XNXK, a las 12 horas post
induccion (Fig. R7B y C). Luego de este tiempo, se observaron pocas células viables
en el cultivo. Estos datos indican que las células no pueden completar la citoquine-
sis, provocando una alteracion del ciclo celular. Fue posible observar que estas célu-
las poseian ademas multiples flagelos. Las células no inducidas, a pesar de crecer
con una tasa algo menor a la cepa parental no transformada (datos no mostrados),
no presentaron este tipo de anormalidades (Fig. R7B, panel izquierdo). Del mismo
experimento se tomaron muestras para su estudio por FACS. El analisis mostr6 un
aumento de células con contenido de ADN 4C vy la aparicion de células 8C (>2 nu-
cleos) luego de ocho horas de induccion (Fig. R7D). Como se observé en fenotipos
similares en otros ARNi [68,69], estas células muestran un surco de divisién incom-
pleto o una separacién parcial de las células (Fig. R7C). Corroborando los resulta-
dos obtenidos por DAPI, este estudio sugiere que la proteina TbCdc34 podria tener

una funcion en la finalizacion de la citoquinesis en la forma sanguinea de T. brucei.

Figura R7 (siguiente pdgina) | TbCdc34 es esencial para la citoquinesis en BSF de T.brucei. A) Ciné-
tica de crecimiento de pardsitos BSF del ARNi de TbCdc34. Lds células fueron cultivadas en presncia
(+TET) o ausencia (-TET) de Tetraciclina (1ug/ml) (panel izq). qRT-PCR demostrando la degradacién
del ARNm de TbCdc34 (panel derecho). B) Configuraciones de nticleos (N) y kinetoplastos (K) en

células inducidas o no inducidas para el ARNi. C) Imdgenes de células tefiidas con DAPI observadas
por microscopia diferencial de contraste de interferencia (DIC) y fluorescencia. D) Andlisis mediante
FACS. NI, células no inducidas. Estos experimentos fueron repetidos al menos tres veces. para/ml:

pardsitos por ml.
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RNAi de TbSKP1

Para el estudio funcional de TbSKP1 se emple6 la misma metodologia. Se obtuvie-
ron al menos cuatro clones independientes y se analizaron tres de ellos. Se compro-
bd que el nivel de silenciamiento del ARNm era similar en todos los clones analiza-
dos, y se procedi6 al estudio detallado de uno de ellos (clon D3). La induccién del
ARNi de TbSkp1 produjo una menor tasa de crecimiento tanto en el estadio procicli-
co (PCF) como en el estadio sanguineo (BSF) de los parasitos. A partir del dia cua-
tro post induccién, en el estadio PCF, y luego de 24 horas, en el estadio BSF, las cé-
lulas detuvieron su crecimiento, y para el final del experimento, comenzaron a morir.
El Northern blot y qRT-PCR confirmaron la degradacion del ARNm de TbSkp1. Al
examinar el ciclo celular por FACS, las células PCF mostraron en el dia seis post-in-
duccion un aumento del 12% de la poblacion en la fase G1/S, mientras que las célu-
las en la fase G2/M disminuyeron un 8% y la poblacion en fase S disminuy6 un 9%.
Resultados similares se obtuvieron para el ARNi de las células del estadio BSF; la
poblacion de células en fase G1/S aument6 un 10%, la de fase S disminuyd un 5% y
la de la fase G2/M disminuy6 un 4,6%, en relacion con las células no inducidas. Al
examinar los parasitos con tincidbn con DAPI, las diferencias fueron menores a las
encontradas por FACS, pero igualmente confirmaron estos resultados. A su vez se
observaron kinetoplastos en forma de “medialuna” (Fig.8D), lo cual indica un arresto
de las células en el momento en el cual el kinetoplasto estd segregando su nueva
copia luego de la replicacion. Por lo tanto, el enriquecimiento de células en fase G1/
S en el ARNi de ambos estadios de T. brucei (PCF y BSF) sugieren que dicha pro-
teina podria tener funciones similares a las de sus homdélogos de levaduras o huma-
nos en la regulacion de la ubiquitinacion de reguladores del ciclo celular en la transi-
cion de la fase G1 a S [70,71].

Figura R8 (siguiente pagina) | E1 ARNi de TbSkp1 frena a las células en la transicién de fases G1/S
del ciclo celular. A) Curvas de crecimiento de células PCF (panel izq.) y BSF (panel derecho) induci-
das (+TET) o no inducidas (-TET) con Tetraciclina para el ARNi de TbSkp1. Dentro de ambas gréficas
se muestra el Northern blot (PCF) o la qRT-PCR (BSF) demostrando la degradacién del RNAm me-
diada por el ARNi. B) Andlisis de FACS del ARNi de TbSkp1 en células PCF (panel izq) o BSF (panel
derecho). El panel inferior indica el porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo celular,
cuantificado mediante el programa Flowjo 7.5.5. C) Configuraciones de ntcleos (N) y kinetoplastos
(K) del ARNi en PCF TbSkp1 inducidos (+) o no inducidos (-) con Tetraciclina para los tiempos indi-
cados. D) Imédgenes de células tefiidas con DAPI vistas con miscroscopia de contraste y fluorescencia.
Se puede observar el alargamiento de los kinetoplastos en las células depletadas de TbSkp1. Los ex-
perimentos fueron repetidos al menos tres veces. D, dia; para/ml: pardsitos por ml.
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RNA:I de TbCullin1

En este caso se procedio de la misma manera que en los ARNi anteriores. Una vez
analizado la induccién de las células, se pudo determinar que el silenciamiento de
esta proteina no producia ningun fenotipo irregular, asi como ningun cambio en la
tasa de crecimiento de los parasitos. Sin embargo, el analisis del Northern blot mos-
trd6 que el nivel de mensajero en las células inducidas no disminuyé como en el caso
de TbRbx1 (aprox. 50% de inhibicion para TbCul1) (Fig.R9). Esto podria estar indi-
cando o bien que el ARNi no fue lo suficientemente efectivo como para depletar las
células de la proteina o que otras proteinas de la familia Cullin pueden reemplazar

su funciodn (ver discusion).

ARNi Cullin1 PCF
@ U7 qer eTET
104 ‘“ *ﬁ&# TbhCullin1
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7 —=—-TET
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qRT-PCR TbCullin1 RNAi BSF
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log (para/ml)
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0.0 T
-TET +TET

ARNm (abundancia relativa)

Figura R9 | ARNi de TbCullin1. A) Cinética de crecimiento de pardsitos BSF del ARNi de TbCu-
llinl. Léds células fueron cultivadas en presencia (+TET) o ausencia (-TET) de Tetraciclina (1ug/
ml). B) Cinética de crecimiento de pardsitos PCF del ARNi de TbCullinl gRT-PCR demostrando
la degradacion del ARNm de TbCullinl (panel derecho). para/ml: pardsitos por ml.
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SOBREEXPRESION Y ETIQUETADO DE PROTEINAS DEL COMPLEJO SCF

Los resultados obtenidos mediante la técnica de ARNi de las proteinas del nacleo
del complejo SCF nos mostré que estos genes son esenciales para el crecimiento
de T. brucei, y estarian involucrados en regular el correcto avance a través del ciclo
celular. En esta etapa se estudi6 si al igual que la deplecion de las proteinas del
complejo, la sobreexpresion ectopica de ellas producia algun tipo de alteracion en el
crecimiento de los parasitos.

Para esto se utilizaron las mismas cepas inducibles con Tetraciclina 29-13 y 90-13,
pero en este caso se uso el vector de sobreexpresién p2477 (Fig.R10), el cual per-
mite la fusion en marco del gen de interés a un epitope de seis hemaglutininas en su
extremo C-terminal (6xHA) [72]. Este vector, al igual que el pZJM, es linealizado pre-
vio a la transfeccion y es capaz de recombinar en la regidbn que no se transcribe en-
tre los genes ribosomales de RNA (rRNA). La expresion del transgen es regulada
por el promotor fuerte EP1 del gen de prociclina. Elegimos trabajar con dos de los
cuatro genes del complejo SCF, TbSkp1 y TbCdc34. Ambos genes fueron clonados

en marco de lectura con el epitope en el extremo C-terminal.

p2477

TbCDC34

3’ UTR Aldolasa
Promotor

EP Prociclina

Figura R10 | Esquema de la construccién utilizada para las sobreexpresiones. El vector p2477 es in-
ducible por Tetraciclina, contiene el promotor EP1 de Prociclina para la transcripcion del transgen. El
pldsmido es direccionado a la regién transcripcionalmente silenciosa de ADN ribosomal (rDNA spa-
cer). El promotor T7 transcribe constitutivamente el gen de resistencia a la droga Fleomicina (bleR),
necesario para mantener el pldsmido integrado en el genoma del pardsito. La secuencia de ADN es
clonada entre los sitios HindIIl y BAMHI en marco con el epitope C-terminal. Op Tet: operadores para
Tetraciclina.

59



Resultados

Sobreexpresion de TbSkp1

La secuencia completa del gen de TbSkp1 fue clonada en el plasmido p2477 para
generar la fusidn a un epitope de seis hemaglutininas (6xHA). Se transfectaron pa-
rasitos de la cepa 90-13 del estadio sanguineo de T. brucei con la construccion li-
nealizada. Se obtuvieron 4 clones independientes por dilucion seriada y se analizo el
crecimiento de los mismo en presencia 0 ausencia del inductor Tetraciclina. Los re-
sultados obtenidos fueron similares y se presenta el andlisis de uno de ellos (Fig.
R11A). La induccién de la sobreexpresion de TbSkp1-6xHA no produjo variaciones
en la cinética del crecimiento de los parasitos. Se confirmé la sobreexpresion de la
proteina por Western blot y revelado con el anticuerpo anti-HA (Fig. R11B). Por con-
siguiente, la sobreexpresion de TbSkp1 no estaria afectando el crecimiento de los

parasitos del estadio BSF de T. brucei.

>

-TET +TET
7.0
-43
st

6.09 Anti-HA

log (para/ml)

5.0 T T T T
0 8 16 24 32 40 48 56

Horas

Figura R12 | La sobreexpresion de TbSkp1-6xHA no afecta la proliferacion de T. brucei. A) Curvas
de crecimiento de células BSF inducidas (+TET) o no inducidas (-TET) para la sobreexpresién de
TbSkp1 indican que no se producen variaciones en la tasa de crecimiento de las mismas. B) Andlisis
por Western blot de la sobreexpresién de TbCdc34 a partir del agregado de Tetraciclina. para/ml: pa-
résitos por ml.
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Sobreexpresion de TbCdc34

En Saccharomyces cerevisiae, la mutante CDC34-C95S,L99S codifica para una en-
zima conjugadora de ubiquitina inactiva, y su sobreexpresion en cepas wild type
(wt) bloquea el crecimiento celular [73]. Con el fin de investigar el efecto de la sobre-
expresion de TbCdc34 en T. brucei, se expresé la version wty una doble mutante
(Cdc34-6xHA y Cdc34MUT-6xHA) en células prociclicas y sanguineas. Por mutagé-
nesis dirigida se genero la version mutante de la cisteina del sitio activo (C84S) y la
serina adyacente (S86D) de TbCdc34. Se eligi6 mutar estos dos aminoacidos, ya
que la sustitucion de la cisteina catalitica C95 o serina S97 genera una proteina no

funcional in vivo tanto en humanos como en levaduras [57,73].

Una vez transfectados y seleccionados los parasitos con las construcciones genera-
das, se analiz6 el crecimiento de los mismos en presencia o ausencia del inductor
de la expresion Tetraciclina. Las curvas de crecimiento de los parasitos que sobre-
expresan TbCdc34 (Cdc34-6xHA) o la versibn mutada (TbCDC34C84S.586D-6XHA)
frente a parasitos no inducidos no mostraron diferencias en la tasa de crecimiento, ni
en el estadio prociclico (Fig. R12A) ni en el sanguineo (no mostrado). La expresion
de las proteinas ectopicas se analizé por Western blot utilizando el anticuerpo anti-
HA (Fig. R12B). De forma inesperada, ademas de la banda correspondiente a la fu-
sibn de TbCdc34 y el epitope de HA (28kDa + 39 kDa, respectivamente), se pudo
observar una segunda banda en extractos de parasitos que sobreexpresan la pro-
teina wt en ausencia del agente reductor Dithiothreitol (DTT) en el buffer de siembra;
en presencia de DTT, esta segunda banda desaparece (Fig.R12C, izquierda). Esto
no fue observado en el caso de la proteina mutada en la cisteina catalitica (Fig.
R10C, derecha).
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Figura R12 |La sobreexpresion de TbCdc34-6xHA no afecta la proliferacion de T. brucei. A) Es-
quema que muestra los aminodcidos mutados en TbCdc34. Curvas de crecimiento de células PCF

inducidas (+TET) o no inducidas (-TET) para la sobreexpresién de TbCdc34 wt o mutada en la cistei-
na del sitio activo, indican que no produce variaciones en la tasa de crecimiento de las mismas. B)
Analisis por Western blot de la sobreexpresiéon de TbCdc34 a partir del agregado de Tetraciclina. En
ausencia de DTT en el buffer de siembra, se observa una banda de mayor peso molecular al esperado
para TbCdc34 (flechas). Como control se revel6 la membrana con anti-B-Tubulina. C) En presencia de
DTT, la banda de mayor peso molecular desaparece (+DTT, izq). La proteina mutada en la cisteina
catalitica y la serina adyacente (TbCDC34¢845586D-6XHA) no muestra este cambio en la movilidad, en
presencia o ausencia de DTT (+/-DTT). para/ml: parésitos por ml.

La formacion de un intermediario tioéster entre Cdc34 y ubiquitina puede detectarse
como un cambio en la movilidad de ~ 8kDa en un gel SDS-PAGE en condiciones no
reductoras (p.ej. sin DTT). Al tratar la muestra con DTT, la unién tioéster entre la cis-
teina del sitio activo de la enzima y el extremo carboxi-terminal de la ubiquitina se
rompe y se anula el cambio en la movilidad [74]. Para confirmar si este cambio en la
movilidad de la proteina se debia a una asociacion entre TbCdc34 y ubiquitina, se

realizaron ensayos de inmunoprecipitacion con el anticuerpo anti-HA en extractos
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proteicos de parasitos que sobreexpresan TbCdc34-6xHA y TbCDC34C845.586D gxHA.
Fue posible inmunoprecipitar estas proteinas, pero la naturaleza de esta unién es
tan inestable que no fue posible inmunoprecipitar la proteina modificada (aun en
presencia de N-etilmaleimida (NEM), un agente protector de tioles que bloquea la
actividad de isopeptidasas y enzimas deubiquitinantes)[74]. Posteriormente se utilizd
una matriz (UbiQapture™-Q Kit) capaz de aislar proteinas mono- u poli-ubiquitina-
das de extractos proteicos (independientemente del tipo de unién de cadena - ver
Introduccién). Utilizando esta matriz se purificd la proteina wty mutante de extractos
proteicos de procilicos, y luego se analizdé por Western blot utilizando el anticuerpo
anti-HA. Como se muestra en la figura R13, la proteina wt sobreexpresada fue rete-
nida por la matriz, no asi la forma mutante, a pesar de que luego de la elucion, la
banda sensible a DTT no pudo detectarse. Esto podria significar que si la proteina
es ubiquitinada, en la elucion la unién se rompe y sélo la banda correspondiente a
TbCdc34 es detectada.

FlowThrough Lavado 1 Lavado 2 Eluido
WT MUT WT MUT WT MUT WT MUT
kDa
-72
*
- . -
Anti-HA

Figura R13| TbCdc34-6xHA es retenida por columna que une proteinas ubiquitinadas. Extractos
proteicos de pardsitos que expresan la proteina wt o mutante de TbCDc34 fueron incubados con una
resina UbiQapture y analizados por SDS-PAGE 10% y Western blot con anticuerpo anti-HA. La fle-
cha indica la banda correspondiente a TbCdc346xHA y el asterisco a TbCdc346xHA modificada.

De estos experimentos podemos concluir que la sobreexpresion de TbCdc34, wt o
mutante, no produce ningun efecto en el crecimiento de los parasitos y que es pro-
bable que al igual que sus homoélogos de humanos y levaduras, sea capaz de formar

una unién con ubiquitina a través de la cisteina catalitica.
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Ensayo de formacion de intermediario tioéster

Hay varias formas de evaluar la formacion de la unién tioéster entre la ubiquitina y
una enzima E2. Se puede observar directamente el cambio en la migracién de la en-
zima en gel o evaluando indirectamente a la E2 por deteccion de la ubiquitina. Para
confirmar que la enzima TbCdc34 es capaz de formar una unién con la ubiquitina, se
clond la proteina en un vector de expresion bacteriano con el fin de obtener la pro-
teina recombinante con un tracto de seis residuos histidina en su extremo N-terminal
(His-TbCdc34). La enzima purificada se utilizé para un ensayo in vitro de formacion
del intermediario tioéster entre la ubiquitina y TbCdc34 [75]. El ensayo consiste en
incubar la enzima E1, la enzima E2 y ubiquitina, y en caso de producirse el interme-
diario tioéster E2-Ub, se detecta por un cambio en la movilidad de la E2 en un gel
SDS-PAGE. Para el ensayo se utilizé la enzima E1 y la ubiquitina de humanos (ver
materiales y métodos) y buffer de ubiquitinacién. Como control positivo, se utilizd la
proteina CDC34 de levaduras con un tracto de seis histidinas en su extremo C-ter-
minal (ScCdc34-His) (cedido por R. Deshaies, Howard Hughes Medical Institute, Ca-
lifornia, USA). Luego de 60 minutos de incubacion a 37°C, las reacciones se detie-
nen por calentamiento a 100°C y se analizan por SDS-PAGE 10% en condiciones
no-reductoras. El Western blot con el anticuerpo anti-ubiquitina revelé que TbCdc34
es capaz de conjugar moléculas de ubiquitina al igual que la enzima de S. cerevi-
ceae (Fig. R15).

Visto y considerando los resultados obtenidos por la sobreexpresion de TbCdc34,
donde se observa un corrimiento en la movilidad de la enzima en geles de poliacri-
lamida, que la mutante de la cisteina del sitio activo no sufre esta modificacion; que
la enzima es retenida en una columna que atrapa proteinas ubiquitinadas y en un
ensayo de formacién del intermediario tioéster in vitro TboCdc34 fue capaz de unirse
a la ubiquitina de humanos, podemos afirmar que esta proteina posee la capacidad
de recibir de la enzima E1 moléculas de ubiquitina activadas y podria estar involu-

crada en la ubiquitinacidén de sustratos en en el parasito T. brucei.
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His-TbCDC34 ScCDC34
I kDa
‘ ! -55

E2-Ub-
-43
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Ubs-
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WB: Anti-Ubiquitina

Figura R15 |Ensayo de formacién del intermediario tioéster. Las proteinas recombinantes
TbCdc34 (1,25 pg) o ScCdc34 (1,25 pg) fueron incubados con la E1 de humanos, ATP, y 5 pug de Ubi-
quitina por 1 hora a 37°C. Las reacciones fueron detenidas en buffer SDS sin DTT y analizadas por
SDS-PAGE no reductor y Western blot con el anticuerpo anti-ubiquitina. La posicién del intermedia-
rio entre la E2 y ubiquitina estd indicada a la izquierda. El asterisco indica reactividad cruzada del
anticuerpo con la protefna ScCdc34.

Localizacion de TbCdc34

Con el objetivo de intentar dilucidar la localizacidbn subcelular de la proteina
TbCdc34, se realiz6 otra construccion que sobreexpresa la proteina, esta vez con un
epitope C-terminal de proteina fluorescente azul claro (Cerulean Fluorescent Protein,
CFP). El plasmido empleado fue el p2679 [72], igual al empleado para la fusién con
6xHA, pero en este caso con la secuencia codificante de CFP (ver figura R10). Este
plasmido también es inducible con Tetraciclina. La secuencia codificante de
TbCdc34 fue clonada en el plasmido de sobreexpresidon en marco con la secuencia
codificante de CFP. Se transfectaron parasitos prociclicos de la cepa 29-13 y una
vez obtenido los clones estables de parasitos que contienen dicha construccion, se

procedié a analizar la expresion de la proteina de fusion por Western blot luego de
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su induccién por dos dias en presencia de Tetraciclina en el medio de cultivo (Fig.
R14A). Se pudo observar que la proteina de fusién se concentra en la region poste-
rior de la célula, en una zona donde emerge el flagelo de la célula (Fig. R14B). Se
conoce que el unico flagelo de la célula se encuentra asociado al cuerpo basal del
parasito, y emerge desde una invaginacion de la membrana celular conocida como
bolsillo flagelar [76]. A pesar de no haber podido obtener imagenes de TbCdc34-CFP
junto con otros marcadores celulares, experimentos que se veran mas adelante
muestran que esta inferencia es plausible (ver seccion Epitope tagging endégeno de
TbCdc34).

@ TbCDC34-CFP l: Fase Cdc34-CFP

-TET +TET

Anti-GFP

Anti-$ Tubulina

Figura R14 | Sobreexpresiéon de TbCdc34-CFP en parasitos PCF de T. brucei. A) Western blot de
parésitos PCF no inducidos (-TET) o inducidos (+TET) con Tetraciclina (1ug/ml) revelados con el

anticuerpo anti-GFP. La membrana fue revelada también con anti-f Tubulina como control de carga.
B) Pardsitos BSF 90-13 con la construccién p2477-TbCdc434-CFP se fijaron con paraformaldehido 4%.
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Etiquetado (Epitope Tagging) de TbCdc34

Dado que TbCDC34 se encuentra representada en un unico locus en T. brucei, se
decidi6é desarrollar una linea de parasitos etiquetada de esta proteina (tag/+). Para
ello se utilizé un plasmido disefiado para el marcado endégeno de genes de T. bru-
cei, pEntéb [72], el cual se modifico reemplazando uno de los epitopes por uno de 6
Hemaglutininas (6xHA) (Fig. R15). Para ello, se amplifico por PCR el epitope 6xHA 'y
el extremo C-terminal de la secuencia génica de TbCdc34 usando como molde el
plasmido utilizado previamente para sobreexpresarla (ver seccion de sobreexpresio-
nes). Luego, se amplifico la region 3‘UTR del gen endégeno de TbCdc34 con pri-
mers especificos a partir de ADN genémico. El plasmido pEnt6b fue modificado de la
siguiente manera: por restriccion se elimind el epitope original utilizando las enzimas
Spel y BamHlI, y luego se insertd la porcion final del gen + el epitope de seis HA;
luego se digirié esta construccion con las enzimas Hindlll y Spel y se cloné el frag-
mento de 300 pb correspondientes al 3*UTR de TbCdc34. De esta manera se gene-
r6 el vector modificado pEnt6b-TbCDc346xHA que nos permiti6é realizar la modifica-
cion del locus enddgeno de este gen (Fig. R15B). Este plasmido contiene ademas la
secuencia de blasticidin S deaminase (BSD) de Streptomyces griseochromogenes,
que codifica para la resistencia a blasticidina. Con la construccién obtenida se trans-
fectaron parasitos de la cepa 29-13 (prociclicos) y se seleccionaron para su integra-
cion por el agregado de la droga blasticidina al medio por aproximadamente 3 se-

manas.

Se logré obtener una linea celular con el epitope fusionado a TbCdc34 en su extre-
mo C-terminal (+/-) en uno de los alelos del gen (linea celular heterozigota). La tasa
de crecimiento de estos parasitos modificados fue similar al crecimiento de la linea
parental (dato no mostrado). Se analiz la correcta expresion de la proteina endoge-
na etiquetada mediante Western blot con el anticuerpo anti-HA (Fig. R16A). Se pudo
observar que al igual que en la sobreexpresion de TbCdc34, ademas de la banda
correspondiente a TbCdc34-6xHA, se revela en condiciones no reductoras otra ban-

da de mayor peso molecular (Fig. R16A, -DTT).
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Figura R15| Diagrama de la construccion utilizada para el etiquetado endégeno de TbCDC34.
Vector pENT6B-G de etiquetado endégeno. Este vector permite adicionar una etiqueta (Tag) en el
gen enddgeno tanto en el extremo C- como en el N-terminal. B. Modificacién realizada en el vector
PENT6B-G en la cual se fusiona el extremo final del gen de TbCDC34 a un epitope de 6xHA.

Para corroborar los reultados previos de la localizacion subcelular de TbCdc34, se
utilizé el anticuerpo anti-HA en parasitos PCF fijados que expresan la proteina endo-
gena de fusion. Las inmunofluorescencias permitieron detectar la proteina concen-
trada en una estructura adyacente al kinetoplasto, en parasitos que poseian la confi-
guracion 1N1K -fase G1/S-(Fig. R16B). Aparentemente, a partir del comienzo de la
division del kinetoplasto, la sefial de la proteina se aprecia en forma mas difusa. En
algunas células se observaron algunos puntos en la parte anterior de la célula. Este
resultado es similar al observado al sobreexpresar TbCdc34 fusionado a CFP, lo cual
indicaria que la proteina se localiza en una estructura cercana al kinetoplasto, posi-
blemente el cuerpo basal. Esta suposicion no la hemos podido corroborar, dado que

no nos fue posible utilizar un marcador especifico de esta organela.
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29-13 CDC34HA CDC34HA
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72-
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Anti-HA
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Figura R16 | Localizacién subcelular de TbCdc34-6xHA en células PCF de T. brucei. A) Western
blot de la expresion de TbCdc34-6xHA (calle 2 y 3). Células de la linea parental 29-13 fueron utiliza-
das como control negativo (calle 1). Proteinas totales de 5.10° pardsitos fueron analizados por Western
blot con el anticuerpo anti-HA (arriba) o anti-f-tubulina (abajo) como control de carga. Las proteinas
totales fueron sembradas con buffer de siembra con (+DTT) o sin (-DTT) poder reductor. B) Inmuno-
fluorescencia indirecta de TbCdc34-6xHA utilizando el anticuerpo anti-HA. Las células que expresan
la proteina de fusién enddgena fueron fijadas con paraformaldehido 4% y marcadas con el anticuerpo
primario anti-HA y secundario anti-rabbit Alexa Fluor 546 (rojo) y DAPI (azul). N, niicleo; K, kineto-
plasto
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Posteriormente se investigo si los niveles de la proteina variaban de acuerdo con la
fase del ciclo celular. Para ello se utiliz6 un método de sincronizacion desarrollado
recientemente para células prociclicas de T. brucei [77]. Las células prociclicas que
expresan TbCdc34-6xHA a niveles enddgenos fueron cultivados toda la noche (12
horas) en presencia de 0.2 mM de hidroxiurea. Los parasitos fueron lavados y se re-
inici6 el cultivo en ausencia de la droga. Se tomaron muestras cada dos horas para
su analisis mediante FACS. A las 0 horas, la mayoria de las células se encontr6 en
la fase S del ciclo celular (Fig. R17A). Luego de dos horas, las células alcanzaron el
pico de la fase G2/M. Desde las cuatro a seis horas, hubo un cambio constante de

las células desde la fase G2/M a fase G1.

®

G1 G2/M

100
Ohs 2hs 4hs 6hs

WB: Anti-HA

WB: Anti-{} Tubulin

Count

Figura R17 |Sincronizacién con hidroxiurea (HU) de células PCF de T. brucei que expresan
TbCdc34-6xHA endégena. Células PCF 29-13 con pENT6b-TbCdc34-6xHA fueron tratados por 12 hs
con 0.2 mM HU, lavados dos veces con medio, y se tomaron muestras para andlisis por FACS y Wes-
tern blot. A) Histogramas generados por el programa Flowjo indican los resultados del cell sorting
para el contenido de ADN. Las lineas punteadas indican los picos correspondientes a las fases del ci-
clo celular. B) Western blot de TbCdc34 en las diferentes muestras tomadas de la sincronizacién. Se
sembraron un total de 5x10° células en buffer de siembra sin DTT,se resolvieron en un SDS-PAGE 12%
y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. La parte superior muestra el revelado con anti-
HA y la parte inferior el control de carga con anti-f} Tubulina. La flecha indica la banda correspondien-
te al peso molecular de TbCdc34-6xHA, el asterisco indica la banda correspondiente a la misma pro-
tefna modificada. WB: Western blot
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Para analizar la expresion de TbCdc34-6xHA a lo largo del ciclo celular, se analiz6
por Western blot los lisados proteicos de las células sincronizadas. Se observo que
los niveles de la proteina no variaron a lo largo de las diferentes fases del ciclo celu-
lar (Fig.R17B - flecha), asi como tampoco se evidenciaron diferencias significativas
en la cantidad de proteina modificada (Fig.R16B - asterisco). Este resultado es simi-
lar al observado con la proteina Cdc34 de levaduras, en donde se determiné por
Western blot que los niveles de la proteina se mantienen constantes en células
arrestadas en las fases G1, S y M [78], y se mantienen constantes en células asin-
cronicas. Por lo tanto, no hay evidencia de que Cdc34 sea regulada por degrada-
cibn, como ocurre en el caso de la enzima E2 Ubc7, la cual en determinadas condi-

ciones es enviada a degradacion por el proteasoma [79].

TbCDC34 es esencial para la infeccion en ratones

Para determinar si la ausencia de la proteina TbCdc34 inhibe la capacidad de los
parasitos de generar una infeccién en un hospedador mamifero, se inocularon rato-
nes de la cepa C3H/He con parasitos BSF de ARN interferencia de TbCdc34. Este
tipo de estudio se ha realizado con el fin de establecer si una proteina determinada
es un blanco potencial para desarrollo quimoterapéutico. La induccion del ARNi de
diferentes proteinas de T. brucei, como por ejemplo el de TbRack1, no generan una
infeccion en ratones [80], al igual que el ARNi contra la glicoproteina variante de su-
perficie (VSG)[81] o la proteina de la bastdn paraflagelar [82]. Un grupo de 5 ratones
fue inoculado con la cepa parental del estadio sanguineo de T. brucei 90-13, con la
cual se generaron los parasitos transgénicos, para observar el progreso de infeccion
en los ratones (Fig. R18). Otro grupo de 5 ratones fue inoculado con la cepa ARNi
TbCdc34 y luego de generarse una infeccion de aprox. 1x107 parasitos/ml, se les
administré agua con Doxiciclina (1 pg/ml). Esta droga induce la interferencia en el
parasito al igual que la Tetraciclina, y al ser mas estable en solucidn, permite su utili-
zacion en experimentos in vivo. Otro grupo de 5 ratones previamente inoculado fue
utilizado como control y sélo se le administr6 agua. En los tiempos indicados se

cuantifico la parasitemia en sangre periférica. En ratones a los que no se les sumi-
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nistr6 Doxiciclina, se alcanzd una concentracion de 10° parasitos/ml a las 96 horas,
tiempo en el cual los ratones comenzaron a morir (Fig. R18, -Dox). En contraste,
aquellos parasitos a los que se les suministro Doxiciclina, el nUmero de parasitos en
sangre cay0 rapidamente, siendo indetectables a las 96 horas (Fig. R18, +Dox). La
droga per se no modifico el nUmero de parasitos en sangre de la cepa parental 90-
13 (Fig.R18, panel izq.). Estos resultados indican que la proteina TbCdc34 es esen-
cial tanto para la viabilidad del parasito sanguineo en el modelo murino, asi como

para aquellos cultivados in vitro.
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Figura R18 | TbCdc34 es esencial para generar una infeccién en ratones. La parasitemia en sangre
periférica de ratones se analizé en los tiempos indicados, luego de la inoculacién intraperitoneal de
las formas sanguineas de la cepa parental 90-13 (izq.) o de la cepa de ARNi de TbCdc34 (clon B2)
(derecha). Las lineas punteadas verticales indican el momento en el cual se agregé Doxiciclina al
agua de los animales seleccionados. El agregado de Doxiciclina a los ratones infectados con la linea
celular de ARNi de TbCdc34 (+Dox, panel derecho) produce la eliminacién de los tripanosomas en el
dia 4, mientras que al grupo que no se le suministr6 la droga, comenzaron a morir (-Dox, panel dere-
cho). Los resultados son representativos de 4 experimentos. Las cruces indican que los ratones mu-
rieron dentro de las 24 horas del dltimo recuento de parasitemia.
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BUSQUEDA DE SUSTRATOS DEL COMPLEJO SCF
Electroforesis bidimensional diferencial en gel (2D-DIGE)

La electroforesis en dos dimensiones es un método capaz de estudiar la expresion
global génica a nivel de proteinas. Sin embargo, la comparacion de diferentes pro-
teomas por la electroforesis bidimensional es complicada por la sustancial variacion
de gel a gel. La electroforesis bidimensional diferencial en gel (2D-DIGE) es una va-
riacion de la electroforesis bidimensional clasica en la cual las proteinas de hasta
tres muestras distintas, antes de ser separadas, son marcadas con fluoréforos dife-
rentes, espectralmente distinguibles. Las tres muestras son mezcladas y separadas
en un unico gel, reduciendo la variabilidad entre geles y mejorando la reproducibili-
dad y la capacidad de extraer informacion cuantitativa de los analisis. Asi, este sis-
tema permite la cuantificacion estadistica de pequefas variaciones en los niveles de

expresion de proteinas entre distintas muestras (Fig. R19).

Muestras Proteinas marcadas Co-separacién en Anilisis de

electroforesis de 2-D Imagenes
Extracto proteico
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Figura R19 | Esquema simplificado que muestra los pasos utilizados en la Electroforesis bidimen-
sional diferencial en gel (DIGE) para el analisis de la expresion de proteinas en células cultivadas
en dos condiciones diferentes. Las muestras de protefnas son marcadas con Cy3 y Cy5, el andlisis de
las imdagenes se realiza en el programa Decyder. Adaptado de Westermeier R, Scheibe B. In Posch A. Ed.
Sample Preparation for 2D PAGE. Methods in Molecular Biology, Humana Press, Totowa, N (2007)

Los colorantes CyDye DIGE consisten en 3 fluor6foros espectralmente resolubles
(Cy2, Cy3 y Cy5) que coinciden en masa y carga. Los fluoréforos permiten detectar

hasta 125 pg de proteina y dar una respuesta lineal a la concentracion de proteina
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de hasta cuatro érdenes de magnitud. En comparacion, la tincion con plata detecta
1-60 ng de proteina con un rango dinamico menor a 100 veces. Los CyDye contie-
nen un grupo reactivo N-hidroxisuccinimidil ester. Esto permite la marcacion de resi-
duos lisina dentro de las proteinas, formando una unién covalente con el grupo ami-
no de dichos residuos [83]. La concentracién de fluordforo utilizada en una reaccion
de marcacion de proteina asegura que éste sea limitante. Esto lleva a la marcacion
del 1-2% de los residuos lisina, y en consecuencia a s6lo una pequefia porcion de
cada proteina en la muestra; por eso se lo denomina “marcacion minima”. El ami-
nodcido lisina lleva una carga positiva, la cual, cuando el colorante CyDye se acopla,
remplaza la Unica carga de la lisina con la suya asegurando que el punto isoeléctrico
de la proteina no cambie. Cuando se acopla a la proteina, el fluoréforo le agrega
aproximadamente 500 Da a la masa de la proteina. Esto produce que las proteinas
marcadas tengan una reduccién en su migracién en el gel con respecto a las no
marcadas. Para asegurar que la mayoria de las proteinas no marcadas sean esco-
gidas y que haya suficiente proteina para su analisis por espectroscopia de masa, el
gel es tenido posteriormente para proteinas totales, por ejemplo con el colorante
Sypro Ruby. La imagen del gel resultante es emparejado con el conjunto de image-
nes escaneadas en la longitud de onda de los fluoréforos con el programa de anali-
sis diferencial 2D Decyder. De esta manera se identifican los spots diferenciales y se

eligen cuales seran recortados para su identificacidn por espectroscopia de masa.

Dado que se demostrd que las proteinas del complejo SCF estan involucradas en el
control de ciclo celular, nos preguntamos cuales serian los posibles sustratos de es-
te complejo. Si realmente estas proteinas se encuentran involucradas en la ubiquiti-
nacion de proteinas reguladoras del ciclo celular, la ubiquitinacion de estas estaria
impedida en las lineas de ARNi, y por lo tanto, no estarian siendo degradadas por el
proteasoma 26S. De esta forma, si comparamos extractos proteicos de células indu-
cidas contra no inducidas, en teoria seria posible identificar cuales no estan siendo
degradadas, y por lo tanto, ubiquitinadas. Con este fin, aplicamos la tecnologia 2D-
DIGE para comparar los niveles globales de proteinas del ARNi de TbSkp1 en el es-
tadio prociclico, y en el estadio sanguineo, para células inducidas del RNAi de
TbCdc34.
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2D-DIGE del ARNi de TbSkp1

Para el andlisis de los extractos proteicos del ARNi de TbSkp1 en células PCF, se
decidié estudiar dos tiempos diferentes después de la induccidén del ARNi; para eso
se extrajo proteinas del dia 4 y dia 6 después del agregado de Tetraciclina. Los ge-
les resultantes fueron analizados usando el programa DeCyder. El andlisis del gel
correspondiente al dia 4 no mostré ningun spot diferencial entre el extracto inducido
contra el no inducido (no se muestra). Sin embargo, al comparar los extractos pro-
teicos del dia 6, pudimos encontrar diferencias de hasta dos magnitudes en 57 spots
(Fig. R20). Estos 57 spots fueron secuenciados mediante MALDI-TOF y se pudieron
identificar 39 proteinas. Varios de los spots correspondian a la misma proteina, lo
que se interpreta como variaciones en la abundancia de una misma proteina modifi-
cada post-traduccionalmente. Es posible que la deplecién de TbSkp1 provoque un
cambio en las modificaciones post-traduccionales de una proteina, modificando la
movilidad de las proteinas en una o ambas dimensiones del gel. A continuaciéon se
presentan algunas de las proteinas identificadas en este estudio y sus funciones co-

nocidas:
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Figura R20 | Anaélisis de DIGE del ARNi de TbSKP1. Andlisis de DIGE de TbSKP1-ARNi (D3) del
estadio prociclico utilizando tiras de pH en el rango 4-7. Extractos proteicos de células sin inducir
(-tet) e inducidas (+tet) fueron marcados con Cy3 and Cy5, respectivamente. Los geles fueron analiza-
dos utilizando el programa Decyder (GE Healthcare), que fue utilizado para analizar las diferencias
de los spots. El panel superior muestra el gel tefiido con Sypro Orange. El panel A muestra el spot co-
rrespondiente a EF-1 alpha (Tb10.70.5680) y el panel B el spot correspondiente a TbTrack
(Tb11.01.3180), ambos identificados por MALDI-TOF. Panel C) Western blot corroborando la disminu-
cién de la proteina TbTrack luego de la induccién del ARNi de TbSkp1 (anticuerpo gentilmente cedi-
do por el Dr. Larry Ruben, Southern Methodist University, USA). Como control de carga se utiliz6 el
anticuerpo anti-p-Tubulina.

Los resultados obtenidos mostraron variaciones en la abundancia de varias protei-

nas que se sabe estan involucradas en la regulacion del ciclo celular de T. brucei.
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Por ejemplo, la proteina similar a 14-3-3 (Tb11.01.1290), ha sido vinculada con la
regulacion del ciclo celular tanto en PCF como en BSF [84]. EI ARNi de esta proteina
mostré defectos en la citoquinesis y mitosis. En el caso de TbRACK (Tb11.01.3180),
un homologo del receptor de proteina quinasa C activada (RACK), el ARNi en célu-
las PCF y BSF mostr6 que TbRACK es esencial para el ingreso del surco que posi-
bilita la citoquinesis (en PCF) y para la citoquinesis en si (en BSF)[80]. Para corrobo-
rar los resultados obtenidos, realizamos un SDS-PAGE de una dimensién con ex-
tractos proteicos del ARNi de TbSKP1. Por Western blot se demostr6 la disminucion
en la abundancia de TbRACK en el extracto de células depletadas de TbSKP1. Para
ello se utilizé el anticuerpo especifico contra TORACK, el cual fue cedido gentilmente
por el Dr. Ruben [80]. Se demostr6 que los niveles de TbRACK se encuentran dis-
minuidos aproximadamente 2 veces en el extracto de parasitos que carecen de
TbSkp1, como se esperaba en vista del resultado del DIGE (Fig. R20B y C). El resto
de las proteinas identificadas no pudo ser corroborado dada la carencia de anticuer-
pos. Hasta el momento no se pudo determinar si alguna de estas proteinas se en-
cuentra ubiquitinada en extractos proteicos del parasito y cual es la relacion entre

TbSkp1 y cada una de ellas.

2D-DIGE del ARNi de TbCdc34

Una vez concluido el andlisis de las diferencias en los extractos del ARNi de
TbSkp1, nos planteamos un estudio similar en el ARNi de TbCdc34 en BSF, en don-
de el fenotipo observado fue mas extremo que para el caso de TbSkp1. Dado que se
logré6 obtener lineas estables s6lo en el estadio sanguineo para el ARNi de
TbCdc34, fue necesario poner a punto la extraccién de proteinas y las condiciones
de las corridas bidimensionales, ya que hasta ese momento no se habia logrado una
buena resolucién de las proteinas en ese estadio. Existian publicaciones donde se
habian realizado separaciones bidimensionales de extractos proteicos de células de
estadios sanguineos, tanto en T. brucei [85], como en Leishmania [86], pero las con-
diciones utilizadas eran incompatibles con los requerimientos necesarios para la
marcacion por CyDye’s. Aunque resulte extrafio, las condiciones de corrida son muy
diferentes a los utilizados para el estadio prociclico (desde el buffer de extraccion de

proteinas hasta el tiempo y voltaje utilizado para la primera dimension). Una vez re-
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suelto este problema, se pudo realizar un analisis de las diferencias a nivel global de
las proteinas en los extractos inducidos versus no inducidos del ARNi de TbCdc34.
Para ello se indujo el ARNi de TbCdc34 y se tomaron muestras para la extraccién de

proteinas a las 8 horas post-induccion.

La figura R21A muestra los perfiles de proteinas expresadas en los parasitos 90-13
inducidos o no inducidos para el ARNi de TbCdc34, separadas por un gradiente de
isoelectroenfoque de rango de pH 4-7 (tira de 18cm) y resueltas en un gel de polia-
crilamida 12%. El analisis del gel permitié detectar 6021 spots mediante la tincion
con los CyDye (Fig. R21B). El gel resultante se analizé con el programa Decyder y
se seleccionaron spots con una diferencia de volumen mayor a 2,5 veces. Se obtuvo
como resultado 70 spots disminuidos en el extracto de ARNi de TbCdc34 (1.2% de
las proteinas totales) y 73 spots aumentados. Estos spots fueron recortados del gel
mediante una estacion roboética Ettan Spot Handling Workstation (Amersham Bios-
ciences), digeridos con Tripsina y secuenciados, pudiéndose identificar solamente 4
proteinas. Este bajo nUmero de proteinas identificadas, y a su vez con un bajo por-
centaje de confiabilidad, se pudo deber a: 1) poca cantidad de proteina presente en
cada uno de los spots (no siempre la sefial que uno observa con los Dyes se corre-
laciona con cantidad de proteina) o 2) la composicion del buffer de extraccion de
proteinas puede afectar la generacion de péptidos para su identificacion por MALDI-
TOF. En la siguiente tabla se muestran las proteinas identificadas que presentan va-

riaciones en el extracto de parasitos del ARNi de TbCdc34:

n° de acceso Nombre

ubiquitin-conjugating enzyme E2, T
Tb11.01.5790 TbCdc34 Disminuida
Tb927.7.6310 PLK polo-like protein kinase Aumentada
Tb927.1.2350 beta tubulin Aumentada
Tb10.70.0960 NEK family, HsNEK1-like Aumentada
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Figura R21 | Andlisis de DIGE del ARNi de TbCdc34. Andlisis de DIGE en dos dimensiones de
TbCdc34-ARNi (clon B2) del estadio sanguineo utilizando tiras de pH en el rango 4-7. Extractos pro-
teicos de células no inducidas (-tet) e inducidas (+tet) fueron marcados con Cy3 y Cy5, respectiva-
mente. Los geles fueron analizados utilizando el programa Decyder (GE Healthcare) para analizar
las diferencias de los spots y seleccionarlos para su posterior identificaciéon por espectroscopia de
masa.
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Es interesante notar que dos de estas proteinas estan involucradas directamente
con la regulacion del ciclo celular de T. brucei; en primer lugar TbCdc34, que fue in-
terferida y PLK [69,87,88]. A su vez, aunque aun no estudiada, se identificd la pro-
teina similar a la NEK1 (NIMA (Never in Mitosis gene A-related kinase 1) de huma-
nos), la cual se le han asignado funciones en el ciclo celular [89] y citoesqueleto [90].
Sin embargo, aun no se ha podido determinar si estas proteinas son sustratos direc-
tos de TbCdc34 o bien, si modifican sus niveles en la célula por la alteracién indirec-

ta de alguna via de sefnalizacion.
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Discusion

El ciclo celular es una secuencia de eventos de transduccién de sefales que ocurren
cuando una célula se divide en dos células hijas, consistiendo en periodos de creci-
miento, replicacién del ADN, mitosis nuclear y citoquinesis. Cada evento se encuen-
tra estrictamente acoplado al paso previo y subsiguiente. Dentro de cada célula, una
maquinaria de control asegura que cada uno de los eventos ocurra en el momento
indicado, en el orden correcto y solo una vez por ciclo celular. Las vias que controlan
la progresidon del ciclo celular son necesariamente complejas, con varios bucles de
retroalimentacion y puntos de control para prevenir la prematura o inapropiada pro-

gresion a la siguiente etapa.

Dos modificaciones post-traduccionales gobiernan muchos de los procesos regulato-
rios dentro del control del ciclo celular: la fosforilacion y la protedlisis mediada por
ubiquitinacion. La fosforilacion es controlada por quinasas y fosfatasas y puede acti-
var o inactivar sustratos o enviarlos a su degradacion. La ubiquitinacion es cataliza-
da por complejos multiprotéicos, como el complejo promotor de la anafase (APC/C)
o el complejo SKP1-Cullin-F-box (SCF), que marcan a sus sustratos para degrada-
cion por el proteasoma. Estos dos procesos estan interconectados durante la regu-
lacion del ciclo celular, donde la ubiquitinacion es dependiente de la previa fosforila-
cion (de los sustratos o de las propias subunidades del APC) y la degradacion pro-

teolitica controlando la actividad de quinasas [91,92].

El ciclo celular de los tripanosomas tiene varios aspectos interesantes, ya que la re-
gulacién del mismo difiere en los diferentes estadios del ciclo de vida, la mitosis y la
citoquinesis parecen estar reguladas separadamente, y muchos de los reguladores
del ciclo celular eucariota no estan conservados o se encuentran ausentes [17]. En
algunos casos, la divisidn celular es aun mas compleja en los parasitos que en su
hospedador. Los Tripanosomatidos deben coordinar otros eventos del ciclo celular
con la replicacion y segregacion de sus organelas unicas, que incluyen el cuerpo
basal, flagelo, Golgi y kinetoplasto. A su vez, estos poseen dos fases S diferentes
que deben ser coordinadas; una para el ADN mitocondrial contenido en el kineto-
plasto y la otra para el ADN nuclear [15]. Estas importantes diferencias implican que
los mecanismos que regulan el ciclo celular de parasitos deben diverger significati-

vamente de sus contrapartes mamiferas.
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Rbx1 es una proteina esencial de los complejos E3 ligasas SCF y VHL (von Hippel-
Lindau) que interactua con diferentes proteinas Cullin y enzimas conjugadoras de
ubiquitina E2 para catalizar la polimerizacidn de ubiquitina de diversos sustratos
[62,93]. La proteina Rbx1 comprende un dominio RING-H2 finger, rico en Cys que
coordina la unién de dos iones zinc alternando entre residuos Cys e His. [38]. Las
cepas mutantes rbx1 en levaduras exhiben un fenotipo multibrotes (multibudded) y
son deficientes en la degradacion de las ciclina CIn2 y el inhibidor de CDKs Sic1
[94]. Los homologos de Rbx1 de Tripanosomatidos poseen el dominio RING-H2 muy
conservado, con todas los residuos Cys e His necesarios para la union de los ato-
mos de zinc. La deplecion del mensajero de TbRbx1 por ARNi afectd el crecimiento
de los parasitos en el estadio prociclico, no asi en el estadio sanguineo. Luego de
cuatro dias de induccién del ARNi en las células PCF 29-13, el nUmero de parasitos
en cultivo disminuy6. Esto evidencia que la proteina es esencial para la division de
los parasitos. Se pudo observar una disminucidon marcada de la poblacion de células
en G1 en el dia 5 post induccion, acompafiada de un aumento de células en fase S,
sin que se modifique el porcentaje de células en la fase G2/M; esto indica que la
desregulacion en el ciclo celular de los parésitos esta ocurriendo en algin momento
de la fase S, punto en el cual la sintesis 0 segregacion del ADN se detiene. De los
estudios morfologicos realizados se pudo concluir que TbRbx1 esta vinculada de al-
guna manera en la division del ADN mitocondrial, dado que el fenotipo observado en
esta linea celular mostré un aumento en el niumero de células sin kinetoplasto. A pe-
sar de que los parasitos no mantienen un dosaje de ADN mitocondrial, la division ce-
lular sigue adelante, dando como resultado células hijas con nucleo y kinetoplasto
(1N1K), con nucleo sin kinetoplasto (1NOK) o sin ndcleo con kinetoplasto (ON1K). A
este Ultimo tipo celular se la conoce con el nombre de zoides. Por lo tanto, TbRbx1
estaria cumpliendo su funcion dentro de la replicacion de ADN del kinetoplasto
(kADN), de forma independiente a la sintesis o replicacién de ADN nuclear. Este fe-
notipo ha sido observado en el ARNi de la ADN polimerasa mitocondrial de T. brucei
(POLID) [95], en donde los fenotipos son similares. Un analisis mas profundo de es-
ta linea celular mostrd redes anormales del ADN del kinetoplasto, y luego de ocho

dias de induccion, la desaparicion completa de las mismas.

Por su parte, en Caenorhabditis elegans, Rbx1 es esencial para la progresioén del

ciclo celular y el metabolismo cromosémico; la deplecion de Rbx1 por ARNi causa
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defectos en meiosis, condensacion mitotica cromosoémica y segregacion, y citoqui-
nesis [96].

La primera cullina reportada, cul-1, fue identificada en nematodos como un gen ne-
cesario para las transiciones del desarrollo de la fase G1 del ciclo celular a la fase
quiescente Go [97]. La mutante cdc53ts (Cullin1 de levaduras) fue identificada en una
busqueda de fenotipos similares a los observados a la mutante cdc34's (ver mas
adelante). También se observd que Cdc53 era capaz de co-precipitar con Cdc34.

Independientemente, Cdc53 fue identificada como una proteina que co-purificaba
con la ciclina CIn2. Estos autores demostraron que Cdc53 se unia a CIn2 y que las
mutantes cdc53 no eran capaces de degradar a la ciclina [98]. En nuestro estudio,
la ausencia de fenotipo en el ARNi de la subunidad Cullin1 del SCF en T. brucei
puede ser atribuido al hecho de que existen varios genes de la misma familia en el
genoma de parasitos. En células humanas se expresan siete cullinas diferentes
(CUL1, 2, 3, 4A, 4B, 5y 7) las cuales nuclean una ubiquitina ligasa [99]. Un gran
numero de evidencias indican que las cullinas comparten la misma arquitectura mo-
dular. Mientras que el dominio N-terminal de Cullin1 ancla los sustratos del SCF
uniéndose al adaptador Skp1, los extremos N-terminal de Cul2 y Cul3 reclutan sus-
tratos al unirse a las proteinas estructuralmente similares a Skp1, Elongin C y BTB,
respectivamente [62]. Asi como el genoma humano posee genes de la familia de las
cullinas, se identificé en el genoma de T. brucei al menos seis genes con dominios
CH (cullin homology) (Tb927.8.5970 - Cullin1; Tb927.10.7490 - similitud con Cullin2;
Tb927.3.1290 - Cullindb; Tbh927.8.5210 - similar a Cullin3; Tb927.10.6930 y
Tb10.v4.0249 - sin similitud a alguna Cullina en especial). Teniendo en cuenta estos
datos, seria posible que la ausencia de Cullin1 en las células pueda ser compensa-
da por alguna otra proteina de la familia. Otra posibilidad es que el ARNi no haya si-
do efectivo en la degradacién del mensajero, y los niveles que se mantienen sean
suficientes para la sintesis de la proteina. Para resolver esto, se necesitara realizar
un nuevo ARNi contra una regién diferente del mensajero hasta lograr una degrada-

cion mas eficiente o realizar un knock out del gen.

El ARNi de TbSkp1 dio como resultado un arresto de las células en la transicién

G1/S tanto en el estadio prociclico como en el estadio sanguineo. Corroborando es-
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ta conclusion, se observaron células cuyo ADNk se encontraba en forma de “media-
luna”, indicando que su segregacion se detuvo. Esta division ocurre normalmente en
células en fase S del kinetoplasto o G1/S del nicleo, ya que existe un pequefio re-
traso en el comienzo de la replicacion del nucleo con respecto a la del kinetoplasto
[1]. Este inicia su replicacién antes que el nucleo y a su vez es mas corta, y conse-
cuentemente su segregacion ocurre antes del comienzo de la mitosis nuclear. A su
vez, esta observacidon concuerda con las funciones conocidas de esta proteina for-
mando parte del complejo SCF en H. sapiens 'y S. cerevisiae [70,100,101,102]. En
S. cerevisiae, las mutantes skp7-11 se arrestan en G1 con contenido de ADN 1C,

indicando que Skp1 es requerida para la entrada en la fase S. A diferencia de skp1-
11, las mutantes skp7-12 muestran arresto en las fases G1 y G2. Estos resultados
indicaron que Skp1 también es requerida para la transicion hacia la Mitosis [70]. Re-
cientemente se reportdé que el ARNi de TbSkp1 produce un bloqueo de las células
en G2/M en el estadio sanguineo de T. brucei [103]. El nivel de inhibicién del ARN
mensajero de TbSkp1 en este trabajo podria explicar las discrepancias entre nuestro
andlisis y el de Benz y Clayton [103]. En nuestro caso utilizando un vector de ARNi
diferente al empleado por ellos, se obtuvo un 80% de degradacién del mensajero
(determinado por qRT-PCR), mientras que la interferencia obtenida en su trabajo fue
menor (aprox. un 40%). Nuestros resultados muestran un fenotipo similar en ambos
estadios del ciclo de vida de T. brucei como consecuencia del ARNi de TbSkp1, indi-
cando que esta proteina estaria cumpliendo la misma funciébn en ambos estadios.
Sin embargo, no podemos descartar que TbSkp1 pueda tener una funcion especifica
en ambos puntos de control del ciclo celular (G1/S y G2/M), como ocurre en levadu-
ras, y el nivel de interferencia de la proteina en la célula evidencie diferentes fenoti-
pos. De hecho, el complejo SCF actua en diferentes fases del ciclo celular gracias a
la utilizacion de diferentes proteinas F-box capaces de reconocer diferentes sustra-

tos fosforilados [102].

Las enzimas conjugadoras de ubiquitina (E2) constituyen una familia de proteinas
que participan en un paso intermediario o final de la ubiquitinacion del sustrato de
los complejos E3. Cdc34 es una de las 10 enzimas conjugadoras de ubiquitina co-
nocidas en S. cerevisiae. La funcion mas estudiada de Cdc34/Ubc3 es la regulacidon

en la transicion de G1/S. En esta levadura, Cdc34 es requerida para la protedlisis de
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los inhibidores de CDK Sic1 y la resultante activacion de los complejos ciclina/CDK
que catalizan la entrada a la fase S [104]. El silenciamiento del mensajero de
TbCdc34 revel6 una funcién importante en el crecimiento de los tripanosomas del
estadio sanguineo. A pesar de varios intentos utilizando diferentes plasmidos (pZJM,
p2T7-177), no fue posible lograr lineas estables de parasitos para la interferencia en
el estadio prociclico. El estudio de la interferencia de TbCdc34 en el estadio sangui-
neo mostrd una baja en el nUmero de células con la configuracion 1N1K y un au-
mento de células con 2N2K y XNXK (X > a 2), indicando un arresto del ciclo celular
en un estado de pre-citoquinesis. A pesar de que estos parasitos no pudieron com-
pletar la citoquinesis, reiniciaron la replicaciéon del ADN del kinetoplasto y del nucleo,
lo que generd la acumulacion de células con una configuracion XNXK 'y un surco en
formacion. Este fenotipo es similar al obtenido en el ARNi en el estadio sanguineo
de T. brucei de la proteina MOB1 [68] y la quinasa similar a Polo (PLK) [69,105], que
producen una desregulacioén del ciclo celular debido a la falla en completar la cito-

quinesis y una consecuente re-replicacioén del nacleo y kinetoplasto.

En el estadio sanguineo de T. brucei, la inhibicion de mitosis frena la citoquinesis, no
asi la re-replicacion del ADN nuclear y del kinetoplasto. A su vez, la citoquinesis es
inhibida por defectos en la duplicacion del cuerpo basal, del flagelo o del Golgi,
eventos que ocurren tempranamente en el ciclo celular [20]. Por otro lado, el ARNi
de PLK demostré que esta proteina es necesaria para la iniciacién de la citoquinesis,
y en la duplicacion del cuerpo basal [69]. Dado que en nuestro estudio no realizamos
en los parasitos silenciados para TbCdc34 un analisis del contenido de cuerpos ba-
sales, solo podemos concluir que el silenciamiento de la proteina TbCdc34 frena la
citoquinesis en el estadio sanguineo de T. brucei. ;Este fenotipo es debido a un fre-
no en el proceso mismo de citoquinesis 0 a una falla en la duplicacion del cuerpo
basal o del Golgi? Con los andlisis realizados sobre los parasitos interferidos no po-
demos contestar esta pregunta, pero el andlisis de la localizacién de la proteina tal

vez pueda dar algun aporte que nos acerque a responderla.

En células de mamiferos, se demostrd que Cdc34 se localiza en estructuras puntea-
das en células en interfase, predominantemente en el nucleo, y en células en mitosis
es reclutada al huso mitético al comienzo de la anafase [106]. En cambio, tanto la

sobreexpresion de la proteina TbCdc34 fusionada a CFP como la inmunofluores-
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cencia de la proteina etiquetada endégenamente, mostraron una localizacion pun-
tual proxima al kinetoplasto. Esta senal definida se observo en algunas células que
se encontraban en la fase G1 del ciclo celular (1N1K); sin embargo, la sefal aparece
mas difusa cuando el kinetoplasto comienza a dividirse. Los estudios de la localiza-
cion subcelular de PLK en T. brucei muestran que esta proteina se encuentra aso-
ciada al Golgi en la primera fase del ciclo celular (1N1K), y que a medida que las cé-
lulas avanzan en su duplicacidn, ésta va progresando junto con la zona de unién al
flagelo (FAZ) [88], que es el punto donde el flagelo se adhiere al cuerpo celular. En
T. brucei, el nuevo Golgi se ensambla a una distancia fija del viejo, y esta distancia
parece estar determinada por una estructura bilobulada [107]. Un I6bulo de esta es-
tructura esta asociada con el viejo Golgi, y el otro al nuevo, sefializando la posicion
del crecimiento. En un trabajo reciente, se le asigno otra funcién a PLK de T. brucei
en la biogénesis del bildbulo, que a su vez afecta la biogénesis del Golgi [87]. La lo-
calizacion de esta PLK coincide con la observada en esta tesis para TbCdc34: una
sefial puntual préxima al kinetoplasto que se observa en algunas células con la con-
figuracion 1N1K, que luego se torna mas difusa y comienza a moverse hacia el ex-
tremo anterior de la célula en contacto con el flagelo. Teniendo en cuenta los datos
bibliogréaficos y nuestras observaciones, es posible que TbCdc34 se localice en esta
estructura bilobulada y esté involucrada en el control de la biogénesis del Golgi. Un
estudio mas detallado de la cepa de ARNi de TbCdc34 podra aclarar si en ausencia

de la proteina ocurren cambios en la duplicacién de esta organela.

La proteina ScCdc34 de levaduras contiene un dominio N-terminal de 170
aminoacidos que se encuentra conservado dentro de las proteinas E2. Este dominio
aparentemente es suficiente para la formacion de complejo E2-Ub, ya que las E2
mas pequefias estan compuestas casi exclusivamente de este dominio [76]. En la
proteina ScCdc34, este dominio posee una insercién de 11 residuos cerca de la Cys
aceptora de la ubiquitina. Se demostré que la generacion de una doble mutante de
la Cys aceptora de la ubiquitina y la Lys contigua inhibe la funcién de Cdc34 en el
ciclo celular [73]. A su vez, la S97 de ScCdc34 (S95 en humanos) es esencial para la
viabilidad celular [57] y es requerida para la interaccion entre monémeros de la E2 o
el ensamblaje de cadenas de poliubiquitina [108]. EI homélogo de T. brucei posee
estos residuos esenciales cerca de la Cys aceptora, asi como la insercion caracte-

ristica de 11 residuos cercanos al sitio activo. La sobreexpresion de la proteina wt o
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de una version doble mutante de la Cys aceptora (C84S) y de la Ser 86 (S86D) de
TbCdc34 no mostré ningun tipo de alteraciéon en el crecimiento de los parasitos. Esto
podria atribuirse a que la proteina endégena es suficiente para efectuar su funcion, a
pesar de la presencia de formas exdgenas de la misma. La sobreexpresion de

TbCdc34 etiquetada mostrd un corrimiento de ~8kDa en geles de poliacrilamida sin

poder reductor (DTT). Esta movilidad también se observo cuando se etiquetd el lo-
cus endogeno, pero no cuando se sobreexpresoé la versidbn mutante de la Cys acep-
tora. En condiciones reductoras, este cambio en la movilidad de la proteina wt desa-
pareci6. Estos datos apuntan a que la Cys 84 de TbCdc34 podria estar formando
una union tioéster con ubiquitina. A pesar de no poder demostrar esta union en la
proteina enddgena (por Inmunoprecipitacién), los datos del ensayo in vitro demostra-
ron que TbCdc34 fue capaz de formar un intermediario tioéster con la ubiquitina de
humanos. A su vez, la retencion de la proteina wt en una resina capaz de unir pro-
teinas ubiquitinadas (no asi la doble mutante), estaria indicando que el intermediario
observado en extractos proteicos de T. brucei seria resultado de la union entre

TbCdc34 y la ubiquitina de los parasitos.

Enzimas E2 como blancos terapéuticos

El sistema de ubiquitina-proteasoma (UPS) tiene un gran impacto sobre la medicina,
dada el amplio rango funcional y las multiples enfermedades asociadas a su desre-
gulacion (desde cancer y sindromes neurodegenerativos hasta perturbaciones en el
sistema inmune y otras enfermedades). Se han desarrollado inhibidores del protea-
soma y pequefias moléculas que apuntan a inhibir especificamente componentes
del sistema UPS. Alguno de estos son las enzimas E1, las enzimas deubiquitinantes
(DUBSs) [109] y la interfase de unién entre proteinas F-box y sustratos (por ejemplo,
Skp2 y p27) [110]. Existe evidencia de que el proteasoma podria ser un blanco tera-
péutico en parasitos protozooarios. El inhibidor de proteasoma Lactacistina es capaz
de bloquear el crecimiento del estadio sanguineo y prociclico de T. brucei, al igual
que en Leishmania, indicando que el proteasoma de estos parasitos es esencial pa-
ra la progresion del ciclo celular [91]. Asi como en el caso de la familia de Cullinas, T.

brucei posee un gran numero de homologos a las proteinas E2 (Fig. D1).
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Figura D1 |Dendograma de enzimas conjugadoras de Ubls en Trypanosoma brucei, Trypanosoma
cruzi y Leishmania major.. Se indican las E2 de humanos o levaduras con las que poseen identidad. El
alineamiento fue generado con ClustalW y el dendograma con el programa Figtree v.1.1.2

El analisis realizado sobre TbCdc34 y las posibles enzimas de la familia E2 presen-
tes en el genoma de T. brucei plantean la interesante tarea de estudiar sus funciones
para generar una lista de enzimas esenciales para el crecimiento de los parasitos.
Dada las diferencias existentes en sus secuencias aminoacidicas y probablemente
en su estructura tridimensional, un screening contra una biblioteca quimica de pe-
quenos inhibidores podria identificar una droga que inhiba estas enzimas y por lo
tanto el crecimiento del parasito. En un estudio de este tipo, fue posible rastrear un
inhibidor (Hesperidina) capaz de inhibir la actividad de la Aurora quinasa de T. brucei

(TbAUK1). En concentraciones nanomolares, se inhibié la actividad de TbAUK1 in
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vitro, e in vivo, la droga produjo el mismo fenotipo que el ARNi de TbAUK1 [111],
confirmando que TbAUK1 es el blanco intracelular. Sobre la base de los resultados
obtenidos en ratones, en donde se ha demostrado que TbCdc34 es necesaria para
la morfogénesis celular y proliferacion en un modelo animal, un estudio de este tipo
permitiria encontrar inhibidores de TbCdc34 que detengan la propagacion de T. bru-

ceiy quizas otros Tripanosomatidos en el hospedador humano.

Combinacion de ARNi y proteémica comparativa para la identificacion de sus-
tratos de ubiquitinacion

El avance a través de la fase G1 en T. brucei requiere de la actividad de ciclinas y
CRKs. EI ARNi de la ciclina CYC2 arresta a las formas sanguineas y prociclicas en
la fase G1 [81,82], y la ciclina CYC4/CycE3 también podria ser necesaria para el
avance en esta fase del ciclo celular [82]. EI ARNi de CRK1 tanto en células BSF
como en PCF produce un aumento de células en G1 [83]. La mayoria de las ciclinas
involucradas en la regulacion del ciclo celular en levaduras y células de mamiferos
tiene un tiempo de vida corto y el proceso de destruccion de proteinas depende del
sistema ubiquitina-proteasoma. Hammarton et al sugirieron que tanto CYC2 como
CYC3 son degradadas por la via del proteasoma en T. brucei, dada la presencia de
un putativo dominio de destruccién (Destruction box) en CYCS3 y que el agregado de
los inhibidores del proteasoma MG132 y Lactacistina al cultivo bloquean la degrada-
cion de estas proteinas [84]. En un intento de determinar si estos reguladores del

ciclo celular son, en efecto, ubiquitinados como ocurre con las proteinas de otros
eucariotas, se realiz6 un analisis protedmico comparativo del ARNi de TbSkp1 me-
diante la técnica de DIGE. Recientemente, se ha aplicado la técnica de DIGE para la
identificacién de proteinas que forman parte de estructuras flagelares en T. brucei
utilizando una metodologia similar a la nuestra [112]. Con este experimento no fue
posible detectar ninguna ciclina, lo cual no implica que estas proteinas estén siendo
ubiquitinadas por este supuesto complejo. El hecho de que las proteinas CYC2 y
CYCS3 poseen una vida media de entre seis a nueve horas [113], podria explicar la
dificultad en su deteccion. La degradacion de estas ciclinas pudo observarse al so-

breexpresarlas, y hasta el momento no se ha podido detectar ninguna ciclina endo6-
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gena por Western blot, tanto en T. brucei como en T. cruzi (datos de nuestro labora-

torio), lo cual muestra los bajos niveles de estas proteinas en las células.

Los inhibidores de CDK (CKI) son pequefas moléculas que cumplen una funcion
importantisima en la regulaciéon del ciclo celular. En Tripanosomatidos, no se ha po-
dido identificar homoélogos a estas proteinas en sus genomas. Con nuestro enfoque
se quiso identificar proteinas que pudiesen cumplir funciones similares a los CKI. La
proteina diferencialmente expresada en el DIGE de TbSkp1, Tb09.211.1690, similar
a la telomerase-binding protein p23 (Hsp90 co-chaperona), posee un peso deducido
de 19 kDa, y su homdlogo de S. pombe, es capaz de interaccionar con CDK2 [114].
Dado que posee un tamano similar a los CKI de humanos, se investigo si poseia ca-
racteristicas funcionales similares a estas proteinas. El exceso de un CKI deberia
frenar el avance del ciclo celular, ya que posee la capacidad de inhibir a las CDKs.
Sin embargo, su sobreexpresion en T. brucei no mostr6 ninguna modificacion en la
tasa de crecimiento de los parasitos (dato no mostrado); se estan realizando estu-

dios sobre su posible funcion en el ciclo celular del parasito.

En nuestro andlisis por DIGE dentro de las proteinas identificadas para el ARNi de
TbSkp1, existen varios reguladores conocidos del ciclo celular en T. brucei. Fue po-
sible identificar a TbTrack, un homdlogo del receptor de la proteina quinasa C acti-
vada (RACK), que ya ha sido estudiada y se determin6 su implicancia en la regula-
cion de la citoquinesis de T. brucei [80]. Esta proteina fue detectada en dos spots
diferentes, lo que podria indicar un cambio en el tipo de modificacién post-traduccio-
nal de la misma; coincidentemente, se ha demostrado que TbTrack se encuentra
fosforilada en estos parasitos [115]. El hecho de que TbTrack aparezca disminuida
en sus niveles en el ARNi de TbSkp1 contradice lo esperado, pues si es realmente
ubiquitinada, sus niveles deberian aumentar al depletar las células de la subunidad
TbSkp1. Es muy posible que la ausencia de TbSkp1 modifique alguna via involucra-
da en la fosforilacion de TbTrack.

El estudio protedmico realizado con extractos de TbSkp1 se repitié para el ARNi de
TbCdc34. A pesar de no haber obtenido suficientes péptidos para tener una confiabi-
lidad del 95% con respecto a las proteinas identificadas, fue posible observar cam-
bios en la abundancia de ciertos reguladores del ciclo celular, como PLK y NEK2, asi

como corroborar que los niveles proteicos de TbCdc34 disminuian luego de la in-
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duccion del ARNi. Es interesante notar que TbPLK tiene un pico de expresién en T.
brucei entre la fase S y G2/M [88], y en nuestro estudio los niveles de TbPLK apare-
cen aumentados en ausencia de TbCdc34. Esto podria deberse a dos razones: 1)
TbPLK es ubiquitinada por TbCdc34, y en su ausencia, no es enviada para su de-
gradacion por el proteasoma, o bien 2) dado que el ARNi de TbCdc34 produce un
aumento de células en la fase G2/M, los niveles de TbPLK aparecen aumentados ya
que coincide con el pico de su expresion. En células de Xenopus, Drosophila 'y ver-
tebrados, PLK es degradada al igual que Aurora A/B y Nek2A por el complejo APC/C
[92]. Estos resultados aun preliminares han permitido identificar proteinas que se
sabe estan involucradas en el control del ciclo celular y que estarian siendo regula-
das por TbCdc34.

A partir de los resultados obtenidos mediante la técnica de DIGE, esperamos confir-
mar la ubiquitinacion de las proteinas identificadas para ir generando un mapa cada
vez mas completo de los actores de la regulacidn del ciclo celular de Tripanosomati-

dos.
Las proteinas F-box en Tripanosomatidos

A pesar de no haber sido presentado formalmente en esta tesis, se realizd un anali-
sis de la presencia de proteinas F-box en los genomas de T. cruziy T. brucei. Utili-
zando la secuencia aminoacidica completa de diferentes proteinas F-box de huma-
nos, levaduras o plantas, se identificaron genes que poseen este dominio, pero que
carecen de los dominios de interaccion proteina-proteina, como WD40 o LRR, ca-
racteristicos de ellas (Anexo). Interesantemente, en T. brucei los genes que codifican
proteinas con el dominio F-box son siete y se encuentran agrupados en el cromo-
soma 1 (asi como otro gen en el cromosoma 4: Tb927.4.3000). Dos de estos genes
fueron recientemente estudiados por ARNi en T. brucei [103], en donde se observo
que la ausencia de dichas proteinas produce la inhibicion del crecimiento de los pa-
rasitos. Seria interesante analizar si TbSkp1 interacciona con alguna de estas pro-
teinas F-box y a su vez, estudiar cOmo estas proteinas reconocen a sus sustratos,
teniendo en cuenta que carecen de los dominios de reconocimiento de proteinas
fosforiladas. Podria ocurrir que en estos organismos el médulo dominio F-box y do-

minio WD-40 se forme por la unién entre dos proteinas diferentes que los contienen.
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El trabajo presentado en esta tesis demuestra por primera vez la existencia de
un complejo SCF conservado en los genomas de Trypanosoma brucei, Trypanoso-
ma cruziy Leishmania major. A lo largo del trabajo nos acercamos a comprender la
funcion que pueden llegar a tener las proteinas de este complejo dentro del ciclo ce-
lular de T. brucei. Como se mencion0 previamente, la regulacion del ciclo celular de
los parasitos posee caracteristicas que difieren de sus homdlogos eucariotas y era
de esperarse diferencias en las actividades de las proteinas que forman parte del
complejo, a pesar del alto grado de conservacion estructural de los mismos. Las in-
terferencias de TbSkp1 y TbRbx1 mostraron arrestos en las fases G1/Sy S, respec-
tivamente, mientras que TbCdc34 provoct que las células se detuvieran en un esta-
do pre-citoquinesis, y en el caso de TbCullin1 no se evidencié fenotipo alguno. Al
analizar los resultados en conjunto, es dificil enmarcar a estas proteinas dentro de
una funcién unica y aseverar que estén formando parte de un Unico complejo duran-
te todo el ciclo celular. Teniendo en cuenta la bibliografia que existe sobre estas pro-
teinas, es posible que sean capaces de interaccionar y formar complejos con otras
subunidades. Esto se podra determinar en experimentos de Tap-Tag para conocer
con seguridad sus pares de interaccion. Sin embargo, lo que si se ha podido deter-
minar es la esencialidad de tres de las cuatro “subunidades” estudiadas. Esto es po-
sitivo, ya que muestra la importancia del sistema ubiquitina en Tripanosomatidos y la
conservacion que existe desde estos organismos unicelulares hasta células de ma-
miferos. También cabe destacar la importancia de TbCdc34 en la replicacion del pa-
rasito tanto in vitro como en un modelo murino, indicandola como un blanco factible
para el disefio racional de drogas anti-parasitarias. Aun asi, quedan por delante mu-
chas preguntas por responder y trabajo a realizar. A partir de este trabajo, se espera
contribuir en la comprension del intrincado control que existe en la regulacidén del ci-
clo celular de estos parasitos, en el cual el sistema de ubiquitinaciéon posee una fun-

cibn sumamente importante.
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CARACTERIZACION DEL COMPLEJO SCF EN T. BRUCEL

Conclusiones

En la siguiente tabla se resumen los resultados obtenidos para el andlisis de los componentes homdlogos al complejo SCF de

eucariotas en T. brucei.

Componente Localizacion ARNi Fenotipo de sobreexpresion
Fenotipo en BSF Fenotipo en PCF
TbSkp1 N.D.1 Arresto de células G1/S Arresto de células G1/S Normal
TbRbx1 N.D. Pérdida del kinetoplasto Normal N.D
TbCulin1 N.D. Normal Normal N.D
Préximo al kinetoplasto  Acumulacion de células en
TbCdc34 (posiblemente cuerpo  citoquinesis, re-replicacion N.D. Normal

basal o Golgi) de ADN

TN.D.: No determinado



MATERIALES Y METODOS



Cepas de bacterias E. coli

DH5aF’: F'/endA1 hdR17(rc m«*) supE44 thi-1 recA1 gyrA96 (Nal') relA1 A(lacZYA-
argF)(m80lacZAM15).
BL21/Lys: F- ompT hdSg (rs- ms") gal (DE3) dcm pLysS, (camR).

Medios de cultivo

LIT (Liver Infusion Triptose), cultivo de epimastigotes de T. cruzi: 1 litro. Disolver 5g
infusiébn de higado, 5g triptosa, 68 ml de 1M NaCl, 5.3 ml de 1M KCI, 22 ml 1M
HPOsNa>. Autoclavar. Agregar 10 ml 20% glucosa, 1 ml hemina (1g en 50 ml 0.2 M
NaOH), 100 ml de suero fetal bovino (10% final), 100 ug/ml estreptomicina, 100 U/ml

penicilina.

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.
Concentracion de ampicilina utilizada: 50 pug/ml.

Concentracion de IPTG para placas: 0.1 M; disolver 120 mg en 5 ml de H20. Agregar
100 pl/placa. Concentracion final para placas: 0.5 mM.

Concentracion de X-Gal para placas: 50 mg/ml. Disolver en dimetilformamida. Agre-
gar 50 pl/placa. Concentracion final para placa: 40 pg/ml.

Soluciones.

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

TBE 10x: 1 litro. 108 gr Tris base, 55 gr acido borico, 40 ml 0.5 M EDTA pH 8.

TAE 50x: 1 litro. 242 gr. Tris base, 57.1 ml acido acético glacial, 100 ml 0.5 M EDTA
pH8.

Buffer de siembra para muestras de DNA, 6x: 0.25% p/v azul de bromofenol, 0.25%
p/v Xylene Cyanol y 30% v/v glicerol.

Buffer de siembra para muestras de RNA 4x: 1mM EDTA pH 8, 0.25% p/v azul de
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Técnicas Electroforéticas

Geles de agarosa: Los geles de agarosa se preparan con buffer TBE 0,5x o TAE 1x
al 0.7-2 % con 0.5 pg/ml de bromuro de etidio. Las corridas electroforéticas se reali-
zan a 5-10 V/cm. Antes de sembrar, las muestras se resuspenden con el correspon-
dientevolumen de buffer de siembra 6x. Los geles son visualizados y fotografiados

mediante el uso de transiluminadores de luz UVC.

Geles de agarosa con formaldehido: Se arman geles de agarosa 1-2% con
6%formaldehido en buffer MOPS 1x pH 7. Las muestras se preparan de la siguiente
manera: 1 volumen de solucién de RNA mas 1 volumen de RNA LB 4x mas 2 volu-
menes de formamida deionizada. Luego se calientan 10 min a 65°C y se colocan
enhielo hasta el momento de sembrar. La corrida electroforética se realiza con buffer
MOPS 1x a 5-10 V/cm

Electroforesis en geles de poliacrilamida desnaturalizantes (SDS-PAGE): Se
utiliza el método de Laemmli (1970). Se arman geles desnaturalizantes (0.1 % SDS)
discontinuos en celdas BioRad 220. Las muestras analizadas se preparan agregan-
do los volumenes correspondientes de CB 6x y calentando por 5 min a 100°C. Como

buffer de corrida se usa Tris-glicina-SDS 1x.
Anadlisis Bioinformatico

Las secuencias que codifican para las proteinas publicadas en este trabajo, han sido
anotadas en el sitio http://www.ncbi.nlm.nih.gov. Para la busqueda de secuencias se
utilizé la base de datos de GeneDB (www.genedb.org) la cual provee acceso a los
proyectos genoma de T. cruzi, T. brucei y Leishmania. Los alineamientos de
secuencias se realizaron con el programa ClustalW (www.ebi.ac.uk/clustalw) . Para
la seleccion de la secuencia apropiada para inducir el RNA de interferencia se utilizd
el programa automatizado RNAit (htpp://trypanofan.path.cam.ac.uk/software/
RNAit.ntml). Esta herramienta permite la seleccion automatica de la regién a
silenciar y los primers necesarios teniendo en cuenta la especificidad del
silenciamiento. Para el andlisis de secuencias de proteinas se utilizaron las
herramientas del servidor ExPasy (http://ca.expasy.org/). Para el analisis de sitios de
fosforilacion, se utilizd el servidor NetPhos 2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/
NetPhos/).
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METopos be ADN y ARN
Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

A partir de secuencias identificadas se disefiaron los oligonucleétidos que se usaron
en las diferentes reacciones de amplificacién por PCR. La mezcla de amplificacion
estuvo siempre compuesta por el ADN molde correspondiente (1-10 ng para plasmi-
do y 500-800 ng para ADN gen6mico), 100 ng de cada oligonucle6tido, 1-2 mM de
MgCl2, 0,2 mM de cada dNTP, buffer Taq 6 Pfu 1x y 2,5-5 U/50pul de enzima ADN po-
limerasa. Las reacciones se llevaron a cabo en volumenes de 25-50 pl. Las condi-

ciones generales de las reacciones llevadas a cabo, involucran los siguientes pasos:
1. Desnaturalizacion inicial del ADN por calentamiento a 95 °C durante 5 min.

2. Ciclado (por lo general se utilizaron 35 ciclos) y comprende 3 pasos:
desnaturalizacion a 95 °C durante 1 min.

pegado del oligonucledtido durante 1 min a la temperatura de “annealing” (la tempe-

ratura utilizada esta relacionada con la longitud y composicion de bases del mismo).

elongacién a 72 °C (el tiempo de elongacién depende del tamano del inserto a am-
plificar, y se lo calcula a razén de 1 6 2 min por cada kpb para la Taq polimerasa y la

Pfu respectivamente).

3. Extensioén final, a 72 °C durante 10 min. para terminar de extender las cadenas

incompletas.

Una alicuota del producto de la reaccion (aproximadamente el 10-20%) se analizé

mediante electroforesis en gel de agarosa.
*Colony PCR.

La técnica de colony PCR es un método rapido de deteccidén de presencia de inserto
en un determinado plasmido, a partir de colonias individuales de bacterias o levadu-
ras. Dicha técnica se llevd a cabo de acuerdo al siguiente protocolo: se pico parte de
la colonia con una punta de pipeta estéril, y se la resuspendié en agua bidestilada.
Se lisaron las bacterias mediante calentamiento a 90-100 °C durante 10 min., y lue-

go se centrifugd 10 min a 14.000 rpm. Finalmente se tomaron 5pul del sobrenadante
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y se utilizaron como molde para llevar a cabo la reaccion de PCR de acuerdo al pro-

tocolo antes mencionado.
Clonado en TOPO TA

Para el clonado de fragmentos de PCR para su posterior secuenciacion y clonado
en plasmidos de expresion, se utilizé el kit de Invitrogen Topo TA cloning. Para ello
los fragmentos amplificados con PFU fueron incubados posteriormente con 1 ul de
TAQ a 72°C por 20 min. El producto de PCR sin purificar fue incubado con el plas-
mido pCR®4-TOPO® , 1 ul de una solucion NaCl y 3 pl de dH20 a temperatura
ambiente por 20 min. Luego, 2 pl de la reaccién fueron agregados a 50 pl de bacte-
rias competentes y transformadas por shock térmico (ver transformacion de bacte-

rias).

Reacciones de ligacion

En cada reaccion de ligacion se utilizaron entre 50 y 100 ng de vector. Se hicie-
ron diferentes relaciones molares de inserto:vector (1:1, 3:1 y 5:1) manteniendo
constante la masa de vector y variando la cantidad de inserto. La masa del inserto

se calculé de la siguiente manera:

masa del vector x tamano del inserto x relacién inserto-vector = masa del inserto

tamano del vector

Los volumenes de reaccion fueron de 10 o 20 pl utilizando la enzima ADN ligasa
del fago T4 (New England Biolabs). Para ligar extremos romos se us6 1 U de enzima
y para extremos cohesivos 0,1 U. Las incubaciones fueron a 16 °C durante toda la

noche o a T° ambiente por 1-2 hs.

Digestiones con endonucleasas de restriccion

Se utiliz6 aproximadamente 1 U de enzima por microgramo de ADN a digerir, utili-
zando el buffer y la temperatura indicado para cada enzima segun las instrucciones

del fabricante (New England Biolabs).
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Purificacion de fragmentos de ADN de geles de agarosa

Se utilizo el kit de extraccion de ADN de geles de agarosa QlAquick (Qiagen), de

acuerdo a las indicaciones del fabricante.

Purificacion de fragmentos de ADN de geles

Los fragmentos de restriccion o productos de PCR a purificar fueron separados por
electroforesis en geles de agarosa en buffer TAE 1X. Las bandas correspondientes
al fragmento de ADN a purificar se cortaron del gel visualizandolas en un transilumi-
nador de luz UV. Posteriormente, los fragmentos de ADN se purificaron utilizando en
la mayoria de los casos el kit QlAquick (Qiagen), siguiendo las instrucciones del fa-
bricante. Para verificar el proceso de purificacion se analizé una alicuota mediante

electroforesis en gel de agarosa.

Cuantificacion de ADN y ARN

Las muestras de ADN y ARN se cuantificaron por medicion de la absorbancia a 260

nm.

Las concentraciones se calcularon conociendo que 1 DO2sonm de ADN= 50 pug/mly 1

DO2sonm de ARN= 40 pg/ml y teniendo en cuenta el factor de dilucién.

En algunos casos las muestras de ADN también cuantificaron por gel, comparando
las intensidades observadas al UV con las intensidades dadas por un marcador de

masa conocida.
Mutagénesis dirigida

Para generar las mutaciones en el gen de TbhCdc34, se utilizé el kit de mutagénesis
dirigida QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene). Se diseharon pri-
mers especificos para la generacién de una doble mutante (C84S y S86D) y se si-
guio6 las indicaciones del fabricante. Brevemente, se utilizé la secuencia codificante

de TbCdc34 clonada en el plasmido pCR4-TOPO como molde. Utilizando los pri-
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mers disefiados conteniendo las mutaciones deseadas, se amplificd el plasmido y se
traté con la enzima Dpnl para eliminar el plasmido molde. Se transformaron bacte-
rias y se secuenciaron clones para corroborar la insercion de las mutaciones desea-
das. A continuaciéon se muestran la region de TbCdc34 que fue modifica (en la parte

inferior se muestra la secuenciacion de uno de los clones:

TbCdc34 (245) GIGIGTGCATTTCTATTCTTCATCCACCCGGAGAGGATGAGATGAACAAA
pCR3- ML3F 301) GTGTGAGTATTGATATTCTTCATCCACCCGGAGAGGATGAGATGAACAAA

y las mutaciones obtenidas:

TbCdc34 Mut  (82) RVSI DI LHPPGEDEMNKEE
TbCdc34 WI  (82) RVCl SI LHPPGEDEMNKEE

Real-time RT-PCR cuantitativa

Se centrifugaron 1 x 108 células a 3450 x g por 10 min. a 4°C y se lavaron con PBS
frio. Las células se congelaron en hielo seco y se extrajo ARN total con el reactivo
Trizol (Invitrogen) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. EI ARN purificado
fue cuantificado por espectroscopia con un espectrofotometro ND-1000 (Nanodrop
Technologies) y la integridad del ARN fue evaluado por electroforesis en gel de aga-
rosa. Las muestras fueron tratadas con DNAsa libre de RNAasa (Promega) de
acuerdo a las instrucciones del fabricante y se gener6 el cADN con el kit de Trans-
criptasa reversa Superscript Il (Invitrogen), utilizando oligo dTs + 5 pg de ARN total.
La expresion de los genes fue monitoreado por qRT-PCR utilizando los primers de la
lista a continuacion. El gen de la subunidad 8 de transamidasa de GPI (GPI8)
(Tb10.61.3060) de T. brucei fue utilizado como control endégeno para la normaliza-
cion de los genes. Las reacciones de gRT-PCR fueron realizadas en un volumen to-
tal de 20 pl utilizando una mezcla Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems) en un equipo Rotor-Gene 6000 (Corbett Life Science) con 10 ng de
cDNA y 500 nM de cada primer sentido y antisentido. Las condiciones de ciclado:
95°C por 10 min. seguido de 40 ciclos de 30 seg. a 94°C, 30 seg. a 60°C, 30 seg a
72°C. Todos los fragmentos de los genes fueron amplificados en triplicado de la

misma preparacion de ARN y se consideré el valor promedio. Los datos fueron nor-
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malizados al nivel del gen de referencia enddégeno GPI8 y los valores de expresion

de las muestras no inducidas con Tetraciclina.

Lista de Primers utilizados

Pares de primers Secuencia Plasmido
ARNi

pZJM.TbSKP1

Fwd: Hindlll CCCGGATCCAAGCTTCGGTACAGGACGTGG pZJM
Rev: Xhol CCGCTCGAGCGCACAGGTGAGATCCAGTA

pZJM.TbCDC34

Fwd: Hindlll CCCGGATCCAAGCTTCATGAGCTTACGTGC pZIM
Rev: Xhol CCGCTCGAGCTTCACGGTTCTTGCGGTA

pZJM.TbRBX1

Fwd: Hindlll CCCGGATCCAAGCTTGAGGAAGCGGCTGC pZIM
Rev: Xhol CCGCTCGAGTTCTGGTACGACCATTCCTT

pZJM.TbCULLINA

Fwd: Hindlll CCGCTCGAGGTGTACGCTGATGGTGTTC pZIM
Rev: Xhol CGCCTCGAAGGAATGTAAAG

Sobreexpresiones

p2477. TbSKP1

Fwd (OL2779): Hindlll
Rev (OL2780): BamHI
p2477/2619.TbCDC34
Fwd (OL2781): Hindlll
Rev (OL2780): BamHI
Mutagénesis
CDC34MuT

0OL2785

Real-Time PCR
SKP1
oL2717
OL2718
CDC34
OL2719
0OL2720
CULLIN1
OoL2721
OL2722
RBX1

CCCAAGCTTCCGCCACCATGGCGGAAGAGGTGTCG p2477
CGGGATCCAGAACCCGCCTCTTCGCACCAGC

CCCAAGCTTCCGCCACC ATGTCTGCAATCCCTTAC  p2477/p2619
CGGGATCCAGAACCCATCAATGCCTCCATTA

CCCGATGGTCGTGTGAGTATTGATATTCTTCATCCACCCG-p2477
GAGAG

GAACATGATCCGTGGGAAGTCT
CGGGAGTGAAGTCGCTTTCA

TTTGTGCCCATTCCTCAAGAG
TCGTCATCATACCCCATTGCT

GGGCGCTTTGGAATGACA
CTAATCAGGATGGATGCCTTCAC
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OoL2723 GTTTCTTATTCTCCTCGTTACCTTCAG

OoL2724 AAAGAAATCAACCTAGCATATCATAACCT

GPI8

0OL2272 CGAAGCGCATTTGGATAGC

0OL2273 AGCGCGTGATGACAGTGAAG

Etiquetado endogeno

PENT6b-TbCdc34-6xHA PENT6b
OL2804 AAGCTTCCCTCGAGCAGCATTCAACTCTTAC

OL 2805 ACTAGTCATAAACCGTTCCATCAG

OL 2806 CCCAAGCTTGCCTTGCGATGGTAAAT

0OL2807 CCGCTCGAGCACGCACACTGAGTGAATG

TECNICAS DE HIBRIDACION DE ACIDOS NUCLEICOS

Purificacion de ARN total

El ARN total de los distintos estadios de T. cruziy de T. brucei se extrajo utilizando el
reactivo comercial TRIzol (GIBCO BRL) de acuerdo al siguiente protocolo: parasitos
previamente lavados con PBS se resuspenden en 1 ml de TRIzol. Dicho reactivo
produce la lisis celular manteniendo en todo momento la integridad del ARN. Una
vez que los parasitos han sido resuspendidos, se los incuba durante 5 min a tempe-
ratura ambiente para permitir la disociacion completa de los complejos nucleo pro-
teicos. Posteriormente se agregan 0,2 ml de cloroformo, se agita vigorosamente du-
rante 15 s, se incuba la muestra de 2-3 min y luego se centrifuga a 16.000 x g duran-
te 10 min a 4°C. Se separa el sobrenadante (fase acuosa) que contiene al ARN y se
lo precipita mediante el agregado de 0,5 ml de isopropanol. Se incuba la muestra a
temperatura ambiente por 10 min y posteriormente se la centrifuga a 12.000 rpm du-
rante 20 min. Se remueve el sobrenadante y se lava el precipitado con etanol 75 %.
El pellet se seca brevemente y luego se resuspende en agua. La cuantificacion del
ARN obtenido se realiza midiendo la absorbancia de la muestra a 280 y 260 nm. La
integridad del ARN purificado se corrobora mediante electroforesis en geles de aga-

rosa.

Northern blot

10-30 ug de RNA de los diferentes estadios extraidos tal como se describié ante-

riormente, se separan por electroforesis en condiciones desnaturalizantes en geles
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de agarosa al 1,5 %. La electroforesis se lleva a cabo a 70 V constantes durante 4-5
h. Una vez finalizada la misma, se fotografia el gel y se transfiere por difusion pasiva
durante toda la noche utilizando membranas de Nylon (HybondTM N+, Amersham
Life Science). Una vez finalizado el tiempo de transferencia, se fijja el ARN a la
membrana mediante su exposicidn a luz ultravioleta. Para evitar el pegado inespeci-
fico de la sonda se lleva a cabo la pre-hibridizaciéon de la membrana mediante su in-
cubacion en una solucion Church durante 3 h a 65°C. Posteriormente se hibrida toda
la noche con la sonda marcada a 60-65°C. Una vez finalizada se lava la membrana
controlando los filtros con contador Geiger. Finalmente, se realiza la deteccion de la
sefial mediante la exposicién a placas radiograficas (Kodak X- Omat) o bien se re-
gistra la marca presente empleando un fosforimager Storm 820 (Pharmacia-Bio-
tech).

TECNICAS CON BACTERIAS

Preparacion de bacterias competentes

La preparacion de bacterias competentes de E. coli de las cepas DH5a y BL21
se realizd segun el protocolo de Hanaham (Hanahan, 1983) con algunas modifica-
ciones:

1. A partir de una placa fresca se picod una colonia aislada, se inocul6 a 5 ml de LB
y se crecid con agitacion a 37 °C durante toda la noche.

2. Seinocul6 1 ml de este cultivo a 100 ml de LB en erlenmeyer de 500 o 1000 ml.
Se creci6 con agitacién a 37 °C hasta una DOsoonm= 0,5 y luego se colocé en
hielo por 10 min.

3. Se centrifugd a 3000 xg por 5 min a 4 °C. Se descart6 el sobrenadante. El pellet
se resuspendi6 cuidadosamente en 40 ml de solucion TBFI fria y se dej6 en hie-
o 5 min.

4. Luego se centrifugd a 3000 xg por 5 min a 4 °C y se descart6 el sobrenadante.
El pellet se resuspendié cuidadosamente y siempre en hielo con 4 ml de TBFII

preenfriado. Se incubd en hielo por 15 min.
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5. Finalmente las células se alicuotaron en eppendorf estériles en volumenes de 50
0 100 pl, se congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido y se guardaron a

-70 °C hasta el momento de usar. Por transformacion se utilizaron 50 pl.

Para la obtencidon de bacterias que pueden ser transformadas con vectores
plasmidicos con mayor eficiencia se utilizo el siguiente protocolo:

1. A partir de una placa fresca se picoé una colonia aislada, se inocul6é a 25 ml de
medio SOB en un erlenmeyer de 250 ml y se crecié con agitacién a 37 °C duran-
te 8 horas.

2. Se utilizaron 10 ml, 4 ml y 2 ml del cultivo anterior para inocular tres erlenmeyers
de 1 L conteniendo 250 ml de SOB fresco. Se crecieron los cultivos a 18-22 °C
con agitacion suave durante 18 horas.

3. Se midié la DOeoonm de los tres cultivos hasta que uno de ellos alcance un valor
de 0,55.

4. Se transfirid ese cultivo a un bafo de hielo y se incubé 10 min.

5. Se colectaron las células por centrifugacion a 2.000 xg 10 min a 4 °C, se descar-
t6 el sobrenadante y se resuspendieron las células en 80 ml de Buffer Inoue frio.

6. Se volvieron a colectar las células por centrifugacion a 2.000 xg 10 min a 4 °C,
se descartd el sobrenadante y se resuspendieron las células en 20 ml de Buffer
Inoue frio.

7. Se agregaron 1,5 ml de DMSO, se mezcl6 por inversion y se dejo en hielo 10
min.

8. Finalmente las células se alicuotaron en eppendorf estériles en volumenes de 50
0 100 ul, se congelaron inmediatamente en nitrbgeno liquido y se guardaron a

-70 °C hasta el momento de usar. Por transformacion se utilizaron 50 pl.

Transformacion de bacterias competentes

Para la transformacion de las bacterias competentes obtenidas como se describié en
el punto anterior se llevé a cabo el siguiente protocolo: 50 pl de bacterias competen-
tes se pusieron en contacto con el ADN a transformar durante 30 min. (en hielo).
Posteriormente se las sometié a un golpe de calor mediante su incubacion durante

90 seg a 42 °C. A continuacion se enfriaron las bacterias en hielo, se les adicion6 1
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ml de LB estéril y se incubaron a 37 °C durante 30 min. Finalmente las bacterias se
plaquearon en LB agar conteniendo el antibi6tico especifico y se incubaron a 37 °C

durante 18 horas.
TECNICAS UTILIZADAS EN ENSAYOS CON PARASITOS

Determinacion de densidad celular

El cultivo de T. brucei fue homogeneizado sacudiendo la botella de cultivo. 10 ul fue-
ron puestos bajo cubreobjetos sobre uncamara de Neubauer. Las células de 2 cua-
drantes de 16 campos cuadrados fueron contados, y el promedio fue multiplicado
por 1x10%, lo que da el niumero de células en 1 ml de cultivo. Se hicieron diluciones
para mantener los cultivos por debajo de 1x108y 1-2x107 parasitos/ml para estadio

sanguineo y prociclico, respectivamente.
Cultivos de T. brucei

Células prociclicas de la cepa 29-13 [116] fueron crecidas a 28°C en medio SDM-79
suplementada con 10% suero fetal bovino. Células estadio sanguineo de la cepa 90-
13 [116] fueron crecidos a 37°C suplementado con 5% Coz2 en medio HMI-9 con 10%
de suero fetal bovino y 10% de suero plus (SAFC Bioscience Inc., KS). Para mante-
ner las construcciones génicas de T7 RNA polimerasa y el represor de Tetraciclina
dentro de las células, 15 pg/ml G418 (GIBCO) y 50 ug/ml hygromycina B (Invitrogen)
fueron agregados al medio SDM-79 para la linea celular 29-13, mientras que 2.5 ug/
ml G418 and 5 pg/ml hygromycin B fueron agregados al medio HMI-9 para la cepa
90-13. Las células se diluyen con medio fresco cuando la densidad alcanzo 5x106

células/ml.
Transfeccion de parasitos

Células cepa 90-13 (estadio sanguineo): se utilizé el electroporador AMAXA Nucleo-
fector® Il con el programa X-001 y la solucion Human T-cell Nucleofector. Se crecie-

ron las células hasta una densidad de 0.8-1x106 células/ml.

1. Se preparan 90 ml de medio HMI-9 con las drogas apropiadas para el crecimien-
to de la cepa parental. Se distribuye el medio en tres falcons: 30 ml en tubo A, 27
entubo By C.
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2. Se centrifugan 30 millones de células por centrifugacién a 1500 rpm por 10min.
3. Resuspender en 100 ul de Amaxa Human T-cell solution a 4°C.

4. Aregar 10 pg de ADN a la cuveta e inmediatamente agregar 100 ul de células.
Poner la tapa de la cubeta y transfectar.

5. Transferir la mezcla ADN-células al tubo A, conteniendo 30 ml de medio prepara-
do. Invertir varias veces para mezclar bien.

6. Transferir 3 ml de células del tubo A al tubo B. Invertir varias veces para mezclar
bien. Repetir el procedimiento para el tubo C.

7. Luego de 6 horas o O.N. preparar 75ml de HMI-9 con las drogas al doble de la
concentracion normal. Alicuotar 1 ml a cada posillo de una placa de 24 posillos.

8. Las células transformadas se observan a partir del dia 5 0 6.

Células cepa 29-13 (estadio prociclico): Se crecieron las células hasta fase loga-
ritmica (3-8 x 108 células/ml). 2 x 107 células fueron lavadas una vez con 10 ml de
buffer ZPFM (Zimmerman post-fusion medium). El pellet fue resuspendido en 0.5 ml
en ZPFM y transferido a cuveta de 1ml (BTX) en hielo. 10 ug de plasmido linealizado
fue agregado y mezclado con pipeta. Se electroporan las células mediante un pulso
de 1,6 kV y 25 uF. Las células son transferidas a 10 ml de medio SDM-79 con las
drogas apropiadas de acuerdo al background celular a 28 °C. Al dia siguiente, se
agrega el antibiético de seleccion y se distribuyen 1.5 ml a cada pocillos de una pla-
ca de 24 pocillos. 500 ul de medio condicionado (medio obtenido de un cultivo previo
en fase logaritmica, centrifugado vy filtrado) con los antibi6ticos apropiados, fue agre-
gado en los pocillos. Las células fueron distribuidas verticalmente siguiendo el prin-
cipio de dilucién: 0.5 ml del cultivo en el primer pocillo de la primera fila fue transferi-
do al segundo pocillo. La dilucién fue hecha consecutivamente para el tercer y cuar-
to pocillo, siempre del posillo inmediatamente superior. Clones estables fueron obte-

nidos aproximadamente luego de 3 a 4 semanas.

ARN de interferencia y Sobreexpresiones

Luego de la obtencion de clones estables para cada construccion, se indujo el ARNi
por el agregado de 1 pug/ml de tetraciclina (en etanol 95%) al medio cada dia. Las
células fueron mantenidas entre 1x106 y 1x107 parasitos/ml. De a misma manera, las

proteinas fueron sobreexpresadas por el agregado de 1 ug/ml tetraciclina al medio.
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La sobreexpresion de las mismas fue determinada por extraccion de proteinas de
parasitos inducidos o no inducidos, las muestras fueron separadas por SDS-PAGE y
electrotransferidas y analizadas por Western blot con los anticuerpos anti-HA (SIG-
MA), dilucién 1:1000 en 3%BSA/PBS-T o anti-GFP (Santa Cruz-SC-9996), dilucién
1:1000 en 3%BSA/PBS-T

FACS (fluorescence activated cell sorting) para analisis de ciclo celular

Fijacion: Se tomaron como minimo 1x106 células (estadio prociclico) o 1x105 células
(estadio sanguineo) y luego de ser centrifugadas y lavadas con PBS + 2mM EDTA
(dos veces), se resuspendieron en 200 pl de PBS + EDTA. Se fijaron por el agrega-
do de 1 ml de ETOH 70% mientras se van vortexeando. Se guardan a 4°C como mi-

nimo toda la noche.

Marcacion: Se centrifugan las células 10 min. a 1500 rpm a 4°C. El pellet se resus-
pende en 0.5 ml de solucién de tincién. Se incuban a 37°C por 30 minutos. Se pro-

cede al analisis en citbmetro.

Sc. de tincion (por ml): 950 pl PBS + 2 mM de EDTA, 20 ul RNAsa A 10 mg/ml, 50ul
loduro de propidio (1mg/ml) (INVITROGEN).

Sincronizacion de parasitos

Se sigui6 el procedimiento descripto por [77]. Se incubaron 10 ml de cultivo (2.5 x108
células/ml) en medio conteniendo 0.2 mM de Hidroxiurea (HU) por 12 horas a 28°C.
Luego se removi6 la HU por centrifugacion (1200g, 10 min.), seguido de dos lavados
de las células con medio de cultivo (10 min. a 4°C). Luego se continud el cultivo sin
HU. Para evaluar la sincronia de las células, se fijaron las células cada 2 horas, se

tiferon con ioduro de propidio y se analizaron por FACS .

Obtencion de extractos proteicos.

Los extractos de proteinas de los diferentes estadios fueron obtenidos mediante la

ruptura por 3-5 ciclos de congelamiento y descongelamiento en buffer de lisis en
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presencia de inhibidores de proteasas: 0,5 mM tosil-lisil-clorometil cetona (TLCK),
0,1 mM E64, 1mM fenilmetil-sulfonil fluoruro (PMSF), 10 pg mi-1 leupeptina 'y 25 U
ml-1 aprotinina. Las muestran fueron centrifugadas a 14.000 rpm por 10 min. a 4°C
y se tomd el sobrenadante. La concentracion de proteinas se determind por el méto-
do de Bradford (Bio-Rad Protein Assay).

Inmunofluorescencia indirecta (IFl)

Las inmunofluorescencias indirectas se llevaron a cabo de acuerdo al siguiente pro-
tocolo: sobre cubre-objetos se coloca una gota de una solucién 0,10 mg.ml-1 de poli-
L-lisina (Sigma). Una vez seca, se colocan 200 ul de una suspension de parasitos
previamente fijados y lavados. Para esto, 2,5 x106 ml-1 son tratados durante 20 min
con una solucion de paraformaldehido al 4 %, lavando posteriormente los parasitos
con PBS. Una vez que los parasitos se han adherido al vidrio se los permeabiliza
con 0,1% Tritbn X-100 por 5 min. Los bloqueos se realizan con una solucién 3% de
BSA y 50mM NH4CI por 30 min. Luego de realizar la incubacidén con los anticuerpos
correspondientes purificados durante 2 h se incuba con el anticuerpo secundario
(1/5.000) apropiado conjugado a Alexa Fluor 488 o Alexa Fluor 546 (Molecular Pro-
bes) durante 1 h a temperatura ambiente. Por ultimo, se efectua un lavado exhausti-
vo de los preparados con PBS, y finalmente se los monta sobre portaobjetos con 15
Ml de Mowiol. Para la marcacion de nucleo y kinetoplasto se utiliz6 100 ng/ul de DA-
Pl (Molecular Probes) o una solucion de loduro de Propidio en una concentracion
final de 1 pg/ml. Las imagenes fueron adquiridas en un microscopio Olimpus Eclipse
E600, mediante una camara digital Spot RT Slider Modelo N° 2.3.1 (Diagnostic Ins-

truments Inc; USA).

Controles importantes:

Incubar soélo con 2do anticuerpo (FITC), suero preinmune, primer anticuerpo solo.
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Infecciones en ratones

Grupos de 5 ratones de un mes de edad (C3H/He y Balb/c) fueron inoculados con
1x106 parasitos de la cepa 90-13 de T. brucei por inyeccion intraperitoneal. Los rato-
nes Balb/c no alcanzaron una parasitemia significante, por lo que se eligieron los ra-
tones C3H/he para los estudios. Grupos de 5 ratones C3H/He fueron inoculados con
1x108 parasitos de la linea de ARNi de TbCdc34 90-13 o la cepa parental 90-13 y se
realizaron diferentes tratamientos con la droga Doxiciclina (SIGMA). Un grupo reci-
bié una concentracion de 1 mg/ml de doxiciclina en 2,5% de glucosa en el agua be-
bible al comienzo de la infeccion, oralmente o ad libitum. Otro experimento const6
en darle a un grupo de 5 ratones 1 mg/ml de doxiciclina en el agua luego de 48 ho-
ras de producida la infeccion, cuando estos mostraron una parasitemia apreciable
(~1,5 x 107 parasitos/ml), para inducir el ARNi de TbCdc34. El grupo control recibid
agua con 2,5% de glucosa. El curso de la infeccion fue evaluada cada dia por con-
teo de parasitemia en sangre periférica obtenida del sangrado de colas y sobrevida
de los ratones. Los experimentos fueron repetidos 3 veces. Todos los procedimien-
tos que involucraron protocolos experimentales en animales fueron realizados de
acuerdo con las legislaciones éticas establecidas en Argentina y siguiendo las guias

internacionales.

TECNICAS CON PROTEINAS
Expresion de proteinas recombinantes

Todas las enzimas estudiadas fueron expresadas en E. coli de la cepa BL21/Lys de

acuerdo al siguiente protocolo:

1. Se prepard un precultivo a partir de una unica colonia de dichas bacterias trans-
formadas con los vectores de expresion correspondientes en medio LB conte-
niendo 50 ug/ml de ampicilina y 10 pg/ml de cloranfenicol, el cual se creci6 a 37

°C durante toda la noche.
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2. Se realizé una dilucién 1:20 de dicho precultivo en el mismo medio conteniendo
los antibiéticos antes mencionados y se crecié a 37 °C hasta una DO600nm=
0,6-1.

3. Luego se agregd isopropil-D-tiogalactopiranésido (IPTG) 0,5 mM (concentracion
final) y se induce la expresion de la proteina recombinante a 28 °C durante 2-3
hs.

4. El cultivo bacteriano se centrifugd y el pellet se resuspendidé en solucidén de lisis

de bacterias mas antiproteasicos (extracto total).

5. Una vez efectuada la lisis bacteriana, las células se lisaron usando el sonicador
Heat System Ultrasonic con 5 ciclos de: 30 segundos de sonicacion en el punto 5

y 60 segundos en hielo.

6. Las bacterias lisadas se separaron en pellet y sobrenadante por centrifugacién a
13000 rpm y 4 °C por 10 minutos (todos estos procedimientos se llevaron a cabo
a4 °C).

La eficiencia en la expresidon de las proteinas recombinantes se analiz6 mediante la
comparacion de actividades especificas y patron de proteinas en geles de poliacri-
lamida entre extractos totales (libres de células) de bacterias transformadas con el
vector de expresion conteniendo el inserto a las cuales se les agreg6 IPTG para in-
ducir la expresion de la proteina recombinante, y los extractos obtenidos a partir de

cultivos controles.

Usualmente se realizaron dos tipos de controles: 1) inducidos, provenientes de bac-
terias transformadas con el vector de expresion sin inserto a las cuales se les agre-
g6 IPTG ; y 2) no inducidos, provenientes de bacterias transformadas con el vector

de expresién conteniendo el inserto, pero a las cuales no se les agregé IPTG.

Purificacion por columnas de Ni-NTA agarosa

La purificacion de las proteinas recombinantes en condiciones nativas se llevo a ca-

bo por medio de columnas de Ni-NTA agarosa (Qiagen) través del motivo de seis
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histidinas presentes en las proteinas recombinantes utilizando del siguiente proto-

colo:

1. Se equilibré la columna de Ni-NTA con 10 volumenes de buffer nativo y luego se

incubo con el sobrenadante de la lisis celular durante 1 hora a 4 °C en agitacion.
2. Se sembrd la columna 'y se colect6 el percolado.

3. Las proteinas unidas de manera inespecifica a la matriz se eliminaron mediante

sucesivos lavados con 5 volumenes de buffer nativo mas imidazol 10-20 mM.

4. Finalmente se eluyeron las proteinas mediante el pasaje a través de la columna
del mismo buffer conteniendo concentraciones crecientes de imidazol de 40 a
500 mM.

5. Todos los pasos de purificacidon se llevaron a cabo a 4 °C y la pureza de las pro-
teinas obtenidas se analizé mediante geles de poliacrilamida tefiidos con Coo-

massie.

Determinacion de la concentracion proteica

La determinacion de la concentracion de proteinas de los distintos tipos de muestras
analizados se llevé a cabo por el método de Bradford (Bradford, 1976). A 10 ul de
cada muestra se le agregd 190 pl de reactivo de Bradford y se hicieron las lecturas
de absorbancia a 620 nm en placas de poliestireno de 96 pocillos. Se realizaron co-
mo minimo dos duplicados para cada muestra. Se utilizaron patrones de seroalbu-
mina bovina (BSA) para la construccion de una curva de calibracion y sobre la base

de la misma se determiné la concentracion proteica de las muestras.
SDS-PAGE

Los geles de poliacrilamida se realizaron rutinariamente en condiciones desnaturali-
zantes de acuerdo a la técnica descripta por Harlow y Lane, 1988. Las muestran son
desnaturalizadas antes de su siembra mediante el agregado de buffer de muestra y
su posterior calentamiento a 100°C durante 5 min. Los geles fueron tefiidos con
Coomasie Blue G-250.
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Electrotransferencia de proteinas y Western blot.

Las proteinas separadas por SDS-PAGE se transfirieron a filtros de nitrocelulosa
Hybond ECL (Amersham Biosciences) utilizando la técnica de electrotransferencia
hameda durante 1 h a 80 mA en buffer de transferencia. Una vez finalizada la trans-
ferencia, la eficiencia del proceso se verifica mediante la tincion de las membranas
con una solucion de Rojo Ponceau al 0,5%. Los filtros se bloquearon 1-3 h a tempe-
ratura ambiente con leche descremada 3% en TBS-T (TBS-Tween 20 al 0,1%) y lue-
go se incubaron con los anticuerpos purificados en la dilucibn adecuada por 2h a
temperatura ambiente, o alternativamente 16 h a 4°C. Los lavados se realizaron en
TBS-T. Luego se incub6 con un segundo anticuerpo acoplado a peroxidasa en una
dilucién 1/5.000 y se revel6 por quimioluminiscencia detectada por autorradiografia,
utilizando el sustrato SuperSignal (SuperSignal Chemiluminescent Substrate, PIER-
CE).

Ensayo de intermediario tioéster de la enzima E2

La formacion de la unién tioéster entre la ubiquitina y una enzima E2 puede visuali-
zarse por electroforesis en gel SDS [117]. Para este ensayo se utilizo la proteina re-
combinante purificada TbCdc34 con un tracto de seis histidinas en su extremo N-
terminal, o la enzima ScCdc34 con un tracto de seis histidinas en su extremo C-ter-
minal . La enzima E1 y la ubiquitina de humanos fueron obtenidos del Ubiquitin Acti-
vating Kit (Enzo life Sciences). 100nM de enzima E1 y 2.5uM de enzima E2 fueron
incubados por 15, 30 o 60 minutos en presencia de 2.5uM de Ubiquitina en buffer de
ubiquitinacion (25mM Tris-HCI, pH 7.5, 50mM NaCl, 5mM MgCl;, 4mM ATP y
0.25mM DTT en un volumen total de 50pl. Para la enzima de T. brucei, el tiempo 6p-
timo fue de 1 hora, mientras que para la enzima de levaduras el tiempo 6ptimo de
incubacion fue de 30 minutos La reaccion se detuvo por el agregado de 50uL 2X
buffer de siembra no-reductor (sin DTT) y se incuba 5 minutos a 95°C, previo al ana-
lisis en un SDS-PAGE 10% y posterior Western blot con anticuerpo anti-ubiquitina
(UG9510-Enzo Life Science), dilucion 1:1000 en BSA/PBS-Tween.
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Matriz de retencion de proteinas ubiquitinadas

Para confirmar que TbCdc34 es capaz de unir ubiquitina a través de su sitio activo,
se utilizd una matriz que retiene proteinas mono o poli-ubiquitinadas, independien-
temente del tipo de unidn de ubiquitinas (K48/K63) (UbiQapture ™-Q matrix, Biomol).
Se extrajo proteinas de parasitos que sobreexpresan TbCdc34 wt o la doble mutante
con un tracto de 6 Hemaglutininas en sus extremos C-terminales. Al buffer de ex-
traccion se le adicion6 5mM de N-etilmaleimida (NEM) para inhibir la actividad de las

enzimas deubiquitinantes.

- 10 pg de proteinas totales de cada una de las muestras fueron diluidas en PBS
para alcanzar un volumen final de 100 pl.

« Se agregd a dos eppendorf 40 pl de la suspension de la matriz UbiQapture y 200
pl de PBS. Se centrifugaron los tubos 5 seg. a 50009 y se removi6 el buffer

- A la matriz recién lavada, se le agreg6 cada una de las muestras de proteinas (100
).

« Se incubaron las muestras con la matriz por 2 horas a 4°C en un rotor horizontal

- Se centrifugaron las muestras 20 seg. a 5000g para juntar la matriz. El sobrena-
dante de este paso se lo denomino: Flowthrough

« Se lavé la matriz con 200 ul buffer de lavado (9 volumenes de PBS+1 volumen de
buffer de lisis). Se centrifugdb como en el paso anterior. El sobrenadante fue sepa-
rado y rotulado como; Lavado1. Este paso se repitié 3 veces.

- Los conjugados ubiquitina-proteina fueron eluidos por el agregado de 80 pl de
PBS y 25 ul buffer de siembra SDS-PAGE 5X. Luego se calentaron a 95°C por 5
min. A esta fraccidn se la denominé: Eluido

- Las muestras fueron resueltas en un gel SDS-PAGE 10%, electrotransferidas y

analizadas por Western blot mediante el anticuerpo anti-HA.

Sistema Ettan DIGE (Amersham Biosciences)

El trabajo de DIGE fue realizado bajo la supervision de Richard Burchmore en su la-
boratorio en Sir Henry Wellcome Functional Genomics Facility en el Instituto Biome-

dical and Life Sciences (IBLS) de la Universidad de Glasgow, Escocia.
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El sistema EttanTM DIGE esta basado en la técnica de Electroforesis bidimensional
diferencial en gel (2-D DIGE). En este enfoque las muestras proteicas son marcadas
con hasta tres colorantes espectralmente diferentes, pero de masa y carga identica
(Cy2, Cy3, y Cy5). Las proteinas marcadas son mezcladas y resueltas simultanea-
mente en el mismo gel 2D. La electroforesis bidimensional es una técnica de alta re-
solucién cuyo objetivo es la separacion de mezclas complejas de proteinas. La base
de su elevado poder de resolucion estriba precisamente en su caracter bidimensio-
nal, es decir que las proteinas son separadas secuencialmente por dos criterios fisi-
cos. En primer lugar las proteinas son separadas en un gel con gradiente de pH en
condiciones desnaturalizantes de acuerdo con su punto isoeléctrico (isoelectroenfo-
que). Tras esta separacion basada en la carga, las proteinas son separadas de
acuerdo con su masa molecular por electroforesis discontinua en gel de poliacrilami-
da en presencia de dodecil sulfato sédico (SDS). Tras la tincion del gel, las proteinas
aparecen formando manchas circulares (spots). Los mapas de spots pueden ser su-
perpuestos y comparados directamente entre las muestras resueltas en el mismo
gel. Esto supone un claro avance en el analisis comparativo de la expresion diferen-
cial de proteinas, ya que minimiza la variabilidad de los geles, disminuye el tiempo
de andlisis, y permite una cuantificacion muy precisa del perfil de expresion. El si-
guiente protocolo fue optimizado para la preparacion de las muestras de T. brucei.
Para una descripcidon mas detallada del sistema se puede consultar el manual del
sistema Ettan DIGE 18-1173-17 Edicion AA (Amersham bioscience).

1. Preparacion proteica para DIGE

Para cada muestra se colectaron ~2x108 células a 2000 rpm a 4°C por 10 minutos, y
se lavaron 2 veces con PBS frio. El pellet de parasitos prociclicos fue lisado en 10
ml de buffer de lisis (8 M urea, 2 M tiourea, 4% p/v CHAPS, 0.02% p/v azul de bro-
mofenol, 10 mg of DTT, 5 mL de buffer IPG) y centrifugado 2 veces a 13.000 rpm a
4°C por 10 minutos. Un volumen de 20% TCA frio fue agregado y se incub6 toda la
noche a -20°C. Se centrifugd la muestra a 13.000 rpm a 4°C por 10 minutos. Se
descart6 el sobrenadante y el pellet fue lavado 3 veces con acetona fria. Luego del
secado del mismo a temperatura ambiente por 10 minutos, el pellet fue disuelto en

buffer de lisis a una concentracién aprox. de 5mg/ml. La preparacion de las mues-
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tras de paréasitos sanguineos fue la misma, excepto que el buffer de extraccion utili-

zado fue el siguiente: 4% NP-40, 9M Urea, 2M tiourea, inhibidores de proteasas.
2. Marcacion de las muestras con colorantes (Dyes)

400 pmoles de CyDye fueron agregados a 10 pl de agua con la muestra (50 ug),
mezclada con pipeta e incubada en hielo por 30 min en oscuridad. Se agregd un mi-
crolitro de 10 mM de lisina para frenar la reaccion. Las proteinas marcadas con Cy3

o Cy5 fueron mezcladas con 200 ug de proteina no marcada.
3. Corrida de la primera dimension (isoelectroenfoque)

Se agregaron 370 pl de buffer de rehidrataciéon (8 M urea, 2 M tiourea, 4% p/v
CHAPS, 0.02% p/v azul de bromofenol, 10 mg of DTT, 5 mL de buffer IPG) a la mez-
cla de proteinas marcadas y no marcadas, con buffer IPG (anfolitos) correspondien-
te a las tiras de pH utilizadas. Las tiras inmobiles (Drystrips) fueron rehidratadas en
presencia de la muestra. Luego se enfocaron las muestras utilizando la unidad Ettan

IPGphor IEF con el siguiente configuracion:

TIRA INMOBIL REHIDRATACION
Largo Rango de ph | Paso y modo de voltaje | Voltaje | Duracion del paso (H:m)
24 cm 3-10 1 Step and Hold 30 12:00
4-7 2 Step and Hold 300 1:00
3 Gradient 1000 1:00
8000 2:00
4 Step and Hold 8000 8:00 (isolectroenfoque)
5 Step and Hold 1000 24:00

La configuracion para las muestras del estadio sanguineo fueron las siguientes:

500V -1 hora
1000V — 1 hora
8000V — 1 hora (Gradient)

8000V — 12.30 horas (Step & Hold)
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4. Equilibrio de tiras y corrida en segunda dimension

Luego del isoelectroenfoque las tiras IPG fueron puestas en tubos individuales y
equilibradas 15 min en 10 ml de solucién de equilibrio (75 mMTris-HCI (pH 8.8), 6 M
urea, 30% p/v glicerol, 2% p/v SDS, 0.01% p/v azul de bromofenol) con SDS y 10
mg DTT y luego 15 min del mismo buffer sin DTT, pero con 250 mg de iodoacetami-
da con agitacién suave. La tira fue puesta en la parte superior de un gel 12.5% SDS
(20x20 cm) cubiero de buffer de electroforesis (25 mM Tris-HCI, pH 8.3, 192 mM gli-
cina, 0.2% p/v SDS) y corrida a 15 W por gel (a 25°C) hasta que el azul de bromofe-

nol alcanzo la parte inferior del gel.
5. Escaneo y adquisicion de imagenes

El gel fue escaneado con los canales Cy3 y Cy5 a una resolucion de 100 micrones
utilizando un Typhoon Imaging scanner 9400 (Amersham Biosciences). Los spots
representativos fueron tomados para normalizar con los dos canales utilizando el

programa Typhoon Scanner Control, version 3.0 y el programa ImageQuant Tools.
6. Analisis diferencial por programa Decyder

El programa DeCyder Differential Analysis es un programa automatizado de anlisis
de imagenes para la deteccidn, cuantificacién, posicionamiento y analisis de abun-
dancia de proteinas diferencial. La descripcién de forma de trabajo y algoritmos ex-
cede la extension de esta tesis. Basicamente, una vez identificados por el programa
los spots resueltos en el gel, se procede al analisis de los volumenes de cada spot
de ambas muestras. El usuario puede determinar que grado de cambio desea detec-
tar (p.ej. 2 veces el volumen de un spot de una y otra muestra); una vez encontrados
los spots con esas diferencias, se seleccionan en el programa y se genera un mapa
de coordenadas para indicarle luego a una estacién robotica que corte la region en
donde se encuentra ese spot. Luego ese pedacito de gel sera digerido y enviado a
su identificacidon por MALDI-TOF. ElI lector puede referirse al manual de usuario del
DeCyder Differential Analysis, 18-1173-16 Edition AA.

7. Analisis por Espectroscopia de Masa (MS)

Las muestras de péptidos fueron analizadas por ESI-MS en un equipo QSTAR® XL

Hybrid LC/MS/MS System. El analisis fue realizado usando un ciclo de 3 segundos
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de escaneo de reconocimiento MS, seguido de cuatro andlisis MS/MS de los pétidos

mas abundantes (3 seg. por pico) [118].

Los datos generados por el espectrometro hibrido QSTAR XL fueron analizados por
el programa Applied Biosystems Analyst QS (v1.1) y la matriz automatizada Matrix
Science MASCOT Daemon server (v2.1.06). Las identificaciones fueron asignadas
con el motor de busqueda MASCOT, que da una probabilidad a cada proteina segun
el puntaje MOWSE, utilizando una base de datos local del genoma de T. brucei. Solo
las proteinas identificadas con un puntaje significativo (p< 0.05) fueron incluidas.
Cuando se identificaron varias proteinas, solo se incluyé las de mayor puntaje en los

resultados.
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ANEXO



Proteina F-box tipica WD WD40 .

El nimero de dominios WD40 varia entre proteina
y proteina (entre 6y 9)

> Este dominio forma una estructura circular rigida en
forma de hélice (f-propeller), que permite la unién
proteica y el reconocimiento de sustratos fosforilados.

135,100

ST—
0 2 4 6 8 10 12 14 16 1 20 22 24
' I [ | I | [ [ I § I [ kb 7
CFB1A CFB1B CFBIC CFBID CFBIE CFB2
A T 2V
927.1.4540  927.1.4560 927.1.4580 927.1.4600 927.1.4630 927.1.4650 Tb927.1.4680

Figura 1 Anexo | Identificacién de proteinas homoélogas a F-box. A) Se realiz6 una busqueda bioin-
formética de protefnas F-box en T. cruzi utilizando la proteina F-box Cdc4 de levaduras. Se pudo

determinar que en el genoma del parasito

los dominios F-box y WD-40 caracteristicos de estas pro-

tefnas no se encuentran codificados en el mismo gen, sino en marcos abiertos de lectura diferentes.
Se indican los genes identificados con sus nimeros de acceso, y los dominios que ellos codifican. B)
En T. brucei los genes que codifican para proteinas con el dominio F-box se encuentran agrupados en
el cromosoma 1. Se representa el locus del cromosomal donde estos se encuentran agrupados, con

sus niimeros de acceso. Esta tltima gréfica

fue tomada de [103].
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