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l.- INTRODUCCION:

1. ANTECEDENTES GENERALES:
1.1. TRICOMONOSIS

La tricomonosis es una enfermedad de trasmision sexual (ETS) ocasionada
por el parasito Trichomonas vaginalis que infecta el tracto genitourinario. En la
mujer, la infeccibn por T. vaginalis puede presentar un cuadro agudo que se
caracteriza por vulvovaginitis, la cual, a su vez se manifiesta por eritema de las
paredes vaginales (22-37%) y la presencia hasta en el 2% de los casos de cérvix
en fresa (colpitis macularis); prurito, con un flujo verde-amarillento de olor fétido (40-
50% de los casos), el cual, puede cambiar sus caracteristicas si existe una infeccion
concomitante (25-38% de los casos). Ademas puede manifestarse dispaurenia
(dolor durante el coito) y distension abdominal (Schwebke y Burgess 2004).
También puede presentar sintomas urinarios como disuria y/o polaquiuria que
corresponden a un cuadro de uretritis y/o cistitis. La infeccién crénica por T.
vaginalis es causa de enfermedad inflamatoria pélvica (Moodley, Wilkinson y col.;
2002) y puede condicionar infertilidad. Otras complicaciones de importancia son
abortos, ruptura prematura de membranas y recién nacidos con bajo peso, asi como
aumento en el riesgo de contraer infecciones postquirargicas (Petrin, Delgaty y col.;
1998; Swygard, Sena y col.; 2004; Fichorova 2009; Shafir, Sorvillo y col.; 2009).
Asimismo, la tricomonosis se ha asociado con el aumento en el riesgo de contraer
el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), como resultado del proceso
inflamatorio cronico, lo cual aumenta la cantidad de células blanco para el VIH al
haber un aumento de linfocitos T CD4+ en la region (Guenthner, Secor y col.; 2005).
También se propone que la infeccion por T. vaginalis degrada las proteasas
secretoras de los leucocitos que bloguean el anclaje del virus sobre sus células
blanco, ademas de inhibir la produccion de células inmunes (Thurman y Doncel
2011). La destruccion del epitelio urogenital por parte de T. vaginalis condiciona una
entrada mas facil para los virus (Guenthner, Secor y col.; 2005) como el virus del

papiloma humano asociado al Cancer Cervicouterino (Fichorova 2009).
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En el caso del hombre, la infeccion es asintomatica hasta en el 60% de los
casos, por lo cual, se le ha atribuido un papel de portador para este parasito. Los
reportes de prevalencia de tricomonosis masculina varian de acuerdo a la poblacion
y al método de diagnéstico utilizado, esta infeccion puede eliminarse en un lapso de
2 semanas o autolimitarse (Borchardt, al-Haraci y col.; 1995), como se ha
demostrado en otros trabajos, esto puede deberse a que las concentraciones de
Zn?* en las secreciones prostaticas son tricomonicidas (Langley, Goldsmid y col.;
1987). En los fluidos prostaticos del hombre, la concentraciéon de Zn?* varia de 4.5
hasta 7 mM, in vitro se ha demostrado que la concentracion tricomonicida del Zn?*
es igual o mayor a 1.6 mM. A esta concentracion el parasito disminuye su
crecimiento y reduce la citotoxicidad hacia las células DU-145 comparado con
parasitos crecidos en ausencia de Zn?*, ademas se encontré que el parasito no
cambia a su forma ovoide como sucede cuando se une a las células del epitelio
vaginal, sino que muestra proyecciones flagelares hacia las células prostaticas
(Vazquez-Carrillo, Granados y col.; 2011).

Estas observaciones sugieren que pacientes masculinos que presenten
concentraciones inferiores a 1.6 mM de Zn?* en sus fluidos prostaticos pueden no
autolimitar la infeccién. Por otra parte, también el cuadro clinico de la tricomonosis
en el sexo masculino depende de la regién afectada y los signos y sintomas pueden
variar, pudiendo presentar cuadros de balanitis, que se caracteriza por eritema
balanoprepucial; uretritis con sintomas de disuria y secrecion uretral; epididimitis con
dolor e inflamacién del epididimo, y prostatitis que puede cursar con secrecion fétida,
retardo en la miccion y disminucion del chorro miccional. Las complicaciones que se
dan se deben basicamente a la cronicidad de la infeccién y pueden ser: infertilidad
debido a la disminucion de la movilidad y viabilidad del espermatozoide;
predisposicion al VIH y al cancer de prostata, para este Ultimo se proponen
mecanismos como dafio al epitelio urogenital, inflamacién crénica, inhibicién de la
apoptosis y alteracion de los niveles locales de poliaminas, que condicionan

metaplasia y displasia en el tejido prostatico (Hobbs, Lapple y col.; 2006; Sutcliffe,
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Giovannucci y col.; 2006; Abdolrasouli, Amin y col.; 2007; Sutcliffe, Alderete y col.;
2009).

El diagnéstico de la tricomonosis puede ser hecho por la presencia de los
signos y sintomas clinicos ya mencionados. Un estudio en trabajadoras sexuales de
Cameran mostr6 que el valor predictivo de los médicos para diagnosticar
tricomonosis Unicamente basados en los hallazgos clinicos es del 47%, y que los
sintomas que pueden orientar el diagnostico es el “cérvix en fresa”, el flujo vaginal
y la disuria, a excepcién del primero que es patognomanico, los otros sintomas son
inespecificos pero son mas frecuentes, por lo cual se hace necesario un método de
diagnéstico sensible y especifico que sea usado sistematicamente. Actualmente
para el diagnostico se pueden obtener diferentes muestras del paciente como son:
orina, fluido vaginal, semen, frotis endocervical y frotis uretral. Con estas muestras
se pueden hacer diferentes estudios (Swygard, Sena y col.; 2004). Entre estos
estudios se encuentra la visualizacion directa del parasito y se logra por diferentes
métodos; el primero es mediante una “preparacién humeda” en la cual, una muestra
es suspendida en una solucién salina al 0.85% e inmediatamente visualizada al
microscopio, aunque es un método rapido y de bajo costo, es poco sensible. Otra
forma de visualizar al parasito es extendiendo una muestra de moco cervical en una
laminilla, la cual, también se observa al microscopio. El estdndar de oro por
visualizacion del parasito es el cultivo de la muestra, con medio modificado de
Diamond, este método es mucho mas sensible que una preparacién humeda pero
el resultado tarda entre 3 y 7 dias por lo que lo hace poco factible. Diferentes
variantes de medios de cultivo y de tinciones para observar al microscopio se han
utilizado con resultados similares (Swygard, Sena y col.; 2004). Debido a la
problematica de las preparaciones humedas y del cultivo, el uso de métodos como
la PCR 6 prueba de amplificacion de acido nucleico (NAAT de nucleic acid
amplification test) ha ido incrementandose. Para este estudio se necesita DNA ya
sea de parasitos vivos 0 muertos en la muestra y en concentraciones tan bajas como
un solo microorganismo en la muestra, de la cual se amplifica un gen especifico

para tricomonas. Aunque este método tiene una sensibilidad del 96.7% y una
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especificidad del 97.5% tiene como inconveniente el alto costo y la poca
disponibilidad comercial. Un ejemplo de estas pruebas es el Kit Aptima (Gen-Probe,
San Diego, CA) (Campbell, Woods y col.; 2008; Pattullo, Griffeth y col.; 2009). Otra
opcion para identificar al parasito es realizando pruebas antigénicas, mediante se
trata de un artefacto con una tira que detecta proteinas de membrana del parésito y
puede utilizar las muestras de una preparacion hiumeda o un frotis que hubiera
salido negativo, por lo cual es un excelente método como una segunda linea de
diagnoéstico considerando su rapidez y el bajo costo. Se ha reportado con una
sensibilidad del 85 al 90% y una especificidad del 100%. Su desventaja actual es su
baja disponibilidad, un ejemplo es el OSOM Trich Rapid Test (Genzyme Diagnostics,
Cambridge, MA) (Swygard, Sena y col.; 2004; Campbell, Woods y col.; 2008;
Pattullo, Griffeth y col.; 2009).

El tratamiento definitivo de la tricomonosis es a base de nitroimidazoles como
el metronidazol, tinidazol, ornidazol, carnidazol y nimorazol; los primero dos son los
mas ampliamente utilizados. Estos medicamentos son reducidos en los
hidrogenosomas provocando desestabilidad del DNA en el parasito. El metronidazol
es el medicamento mas utilizado para el tratamiento de la tricomonosis, su dosis via
oral es de 2 g en una sola dosis, o bien, 500mg cada 8 hrs por 5 a 7 dias. La
aplicacion topica en forma de 6vulos que se aplican diariamente hasta por 10 dias,
no es tan efectiva pero es considerada en el caso de mujeres embarazadas, debido
al riesgo de que el metronidazol induzca teratogénesis en el feto. Los efectos
secundarios del tratamiento pueden ser un sabor metalico, nalsea, vomitos y
gastritis medicamentosa, sintomas que son mas frecuentes con la monodosis de 2
g. Una reaccion adversa es el efecto antabus o disulfiram que se da al consumir
concomitantemente alcohol. Se ha reportado hasta un 10% de resistencia al
tratamiento con metronidazol y dicha resistencia puede predecir la resistencia a

otros nitroimidazoles como el tinidazol (Swygard, Sena y col.; 2004).
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1.2 EPIDEMIOLOGIA

A nivel mundial se reporta una incidencia anual de 250 millones de casos
(reporte OMS 2010), 8% en hombres y 92% en mujeres, con una prevalencia del 5-
74% para mujeres y del 5-29% para hombres (Swygard, Sena y col.; 2004). En la
Republica Mexicana durante el 2011 se reportaron 113,334 casos, de los cuales el
97.3% (110,174) corresponde a mujeres y 2.7% (3060) a hombres. Los estados mas
afectados en orden decreciente fueron Veracruz, Puebla, Estado de México,
Chiapas, Oaxaca y Michoacan (Fig. 1). En el Distrito Federal se han reportado en
lo que va del 2012, 817 casos, de los cuales 812 (99.4%) corresponden a mujeres
y 5 casos (0.6%) a hombres, con una tasa de incidencia de 43 por cada 100,000
habitantes. A nivel nacional esta incidencia se estima en 118.2/100,000 habitantes,
ocupando el 2° lugar dentro de las ETS. Es importante remarcar que las mujeres
son las mas afectadas con una relacion Hombre/Mujer (H/M) de 1:37 y el grupo
etario donde se reportan mas incidencias es el de 25-44 afios, lo cual se enmarca
en la edad laboral y reproductiva del ser humano

(http://www.dgepi.salud.gob.mx).

1.3 ETIOLOGIA:

1.3.1 Caracteristicas del parasito.

Trichomonas vaginalis; es un parasito extracelular del epitelio del tracto
urogenital, cuya clasificacion taxondmica se indica en la Tabla 1. Es un organismo
microaerofilico o microaerotolerante, de 12-18 um de largo por 5 um de ancho, en
su extremo anterior se distinguen 4 flagelos y se visualiza un quinto flagelo adherido
al cuerpo del parasito por una membrana ondulante, estas estructuras le confieren
una motilidad espasmaddica que es una caracteristica de este microorganismo.
Cuando se observa al microscopio se aprecia un nucleo grande, ovalado, excéntrico
hacia el extremo anterior (Schwebke, Desmond y col.; 2004; Swygard, Sena y col.;
2004; Mabey, Ackers y col.; 2006). El parasito adopta una
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Fig. 1.- Epidemiologia de T. vaginalis. A) Mapa de la Republica donde se

sefalan los cinco estados mas afectadas por la tricomosis durante el 2011. En orden

decreciente, Rojo: Veracruz, Naranja: Puebla, Amarillo fuerte: Estado de México,

Amarillo palido: Oaxaca y Chiapas. B) Casos totales reportados por entidades en la

Republica Mexicana durante el 2011 (Boletin Epidemiolégico 2012,

semana 1).

A)

Estado

B) CASOS EN EL 2011

NUmero de casos

Estado

NUmero de casos

Aguascalientes
Baja California
Baja California Sur
Campeche
Coahuila

Colima

Chiapas

883
884
346
590
1219
490

6,265

Morelos
Nayarit
Nuevo Lebn
Oaxaca
Puebla
Querétaro
Quintana Roo

2,674
1,611
2,526
6,222
13,565
183
1,513
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Chihuahua 2,358 San Luis Potosi 3,529
Distrito Federal 2,478 Sinaloa 1,993
Durango 2,539 Sonora 1,612
Guanajuato 5,040 Tabasco 3,173
Guerrero 4,727 Tamaulipas 5,076
Hidalgo 3,431 Tlaxcala 2,559
Jalisco 3025 | |GG et
México 9,667 Yucatan Zacatecas 1,973
Michoacan 4,812 2,612

forma ovoide cuando se encuentra en suspension y una ameboide cuando se
adhiere a sustratos, presentando morfologia y tamafio variables (Honigberg, Gupta
y col.; 1984; Rasmussen, Nielsen y col.; 1986; Arroyo, Gonzalez-Robles y col.;
1993). Al entrar en contacto con las células del epitelio vaginal (VECs), se forman
pseudopodos y filipodias adquiriendo su  conformacion ameboide, estas
estructuras se interdigitan y se anclan a sitios especificos de la membrana de sus

células blanco (Petrin, Delgaty y col.; 1998) (Fig. 2).

Tabla 1.- Taxonomia de Trichomonas vaginalis.
Taxonomia Clasificacion Referencia

Grupo: Excavata Wegener y col., 2006
Subgrupo: Arquezoa Wegener y col., 2006
Clase: Parabasalia Wegener y col., 2006
Orden: Trichomonadida Honigberg., 1974
Familia: Trichomonadidae Wenyon., 1926
Género: Trichomonas

Especie: Trichomonas vaginalis Donne., 1836

El citoesqueleto de T. vaginalis es altamente especializado compuesto por
las proteinas: O-actina, O y O tubulina, centrina, formina y profilina. La fimbrinas son

proteinas que se unen a la actina y forman reticulas filamentosas. Las proteinas
motoras son la dineina y la kinesina. El citoesqueleto posee una estructura fibrilar

estriada denominada “costa” formada de proteinas contractiles en el citoplasma
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adyacente a la membrana ondulante que se conecta al cuerpo basal del flagelo
recurrente y que es una caracteristica distintiva de la familia Trichomonadidae.
También posee una estructura rigida que surge a partir de los cuerpos parabasales
llamada axostilo y cruza el cuerpo del parasito terminando en una espicula (Fig. 2)
(Carlton, Hirt y col.; 2007).

El citoplasma de T.vaginalis es rico en carbohidratos, y contiene un gran ndmero
de vacuolas (incluyendo liposomas), carece de mitocondrias y peroxisomas pero
posee una gran cantidad de hidrogenosomas (Schwebke y Burgess 2004; Carlton,
Hirt y col.; 2007; Martincova, Voleman y col.; 2012), se ha sugerido que estos
organelos sustituyen a las mitocondrias de los organismos aerobios y que ambos
provienen de un organelo comun. Los hidrogenosomas se caracterizan por carecer
de &cido desoxirribonucleico (DNA) y por tener tres granulos cromaticos(Schwebke
y Burgess 2004), generan ATP a través de la via enzimatica de la piruvato
ferredoxina oxido-reductasa (PFO), a diferencia de la mitocondria que utiliza la via
de la piruvato deshidrogenasa en organismos aerobios. La via metabdlica de PFO
posee relevancia médica en tanto que esta enzima activa farmacos como los 5-
nitroimidazoles, lo que hace susceptible a este parésito a los efectos del
metronidazol, cuyo grupo nitro es reducido por la enzima y su producto desestabiliza
la doble cadena de DNA (Leitsch, Kolarich y col.; 2009), lo mismo sucede con
algunas bacterias que presentan esta via, por lo cual se ha considerado a T.

vaginalis como un eucarionte primitivo (Carlton, Hirt y col.; 2007).

Figura 2.- Morfologia de T. vaginalis. A) T. vaginalis en su forma ovoide, se
distinguen el axostilo, la membrana ondulante y los flagelos. B) Forma ameboide del
parasito, adherida a una célula del epitelio vaginal, la parte que se adosa a la
superficie celular es la contraria a la que se encuentra la membrana ondulant (Petrin
y Col. 1998). C) Interaccion de T. vaginalis con células prostaticas DU-145 donde
se muestra que no cambia su forma ovoide (Carrilo y col. 2007). D) Aspecto de

cultivo de T. vaginalis, por microscopia simple de luz, se observa la forma ovoide
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del parasito. E) Imagen de inmunofluorescencia con anticuerpo antitubulina donde
se observan los cuatro flagelos anteriores, el flagelos recurrente con su membrana
ondulante, el axostilo que cruza longitudinalmente el cuerpo del parasito y el borde

del ndcleo acéntrico, cercano a la region anterior (Guy Brugerolle).
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1.3.1.1. Ciclo de vida de Trichomonas vaginalis.

T. vaginalis tiene un ciclo muy simple (Fig. 3), es un parasito obligado del
epitelio urogenital humano, no existen formas libres de este microorganismo, no
tiene huéspedes intermedios ni vectores, del mismo modo no se conocen fases
quisticas. Se trasmite exclusivamente por coito vaginal, aunque se considere
también la trasmision vertical madre-hijo(a) durante el parto que puede afectar tanto
las vias respiratorias como el tracto genital del recién nacido (Smith, Wang y col.;
2002; Carter y Whithaus 2008). Después de que el parasito se adhiere a las células
del epitelio vaginal empieza multiplicarse por fision binaria que in vitro sucede cada
4 hrs (Gomez-Conde, Mena-Lopez y col.; 2000) hasta formar una monocapa. Pocos
dias después, los parasitos provocan degeneracion y descamacion del epitelio
urogenital, con infiltraciébn de leucocitos y aumento de las secreciones vaginales
(Lehker y Alderete 2000). La infeccion puede ser tratada y resuelta con diferentes

esquemas de antibibticos derivados del 5-nitroimidazol,

Figura 3.- Ciclo de vida de T. vaginalis. El parasito habita en el tracto
urogenital femenino, asi como en la uretra y préstata masculinas, donde se replica
por fision binaria cada 4 hrs. No se conocen formas quisticas del microorganismo y
no sobrevive en el medio ambiente. T. vaginalis sélo se trasmite entre humanos, que
el Unico hospedero conocido, mediante contacto sexual directo o bien trasmision
vertical madre-hijo o madre-hija, en los cuales se reportan casos de infeccidon

urogenital y en ocasiones afecciones pulmonares.

26



Transmision sexual

Trichomonas vaginalis

sin embargo en los casos en que los sintomas no son tan evidentes, o que no es
tratada la infeccion o en aquellos en que se presente resistencia al antibiético, se
puede pasar a un estado de cronicidad con sintomas disminuidos.

1.3.1.2 Genoma de Trichomonas vaginalis.

El genoma de T. vaginalis fue secuenciado por el método “whole-genome
shotgun” y publicado en el 2007. Presenta un tamafio de ~160 Mb, con 60,000
genes que codifican para proteinas. Se encontraron 65 genes con intrones,
incluyendo los ~20 genes que presentan “splicing”, previamente
documentados(Vanacova, Yan y col.; 2005; Carlton, Hirt y col.; 2007). El genoma
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de T. vaginalis contiene los RNAs de transferencia (tRNA) que codifican para todos
los aminoacidos y ~250 RNAs ribosomales (rRNA) localizados en un pequefio
fragmento de secuencia continua dentro de uno de sus 6 cromosomas (Gunderson,
Hinkle y col.; 1995; Carlton, Hirt y col.; 2007). Este genoma contiene 59 familias de
repetidos que representan ~39 Mb del mismo, que estan en cientos de copias
localizados en pequefios fragmentos de secuencias continuas. Cada familia de
repetidos es extraordinariamente homogénea con un promedio de polimorfismo de
~2.5%. El andlisis de estas familias génicas indican que algunas sufrieron una
expansion reciente, probablemente como adaptacion del parasito al ambiente
urogenital, puesto que las familias génicas que se expandieron corresponden a la
maquinaria de trafico de membranas, necesario para la secrecion de proteinas
patdgenas y para la fagocitosis de células del hospedero y bacterias, otra familia
génica expandida es la que codifica para alrededor de 880 protein-cinasas que
constituyen el “kinoma” de T. vaginalis y que forman parte de diferentes vias de
sefalizacion. Ademas se encontraron 29 genes involucrados en el proceso de
meiosis, muchos de ellos también participan en la reparacion del DNA, pero 8 de
ellos son especificos de recombinacion meiotica que podrian participar en un ciclo

sexual aun no descrito de T. vaginalis (Carlton, Hirt y col.; 2007).

En el 75% de las secuencias de las regiones 5" no traducidas (5’UTR) de los
genes que codifican para diversas proteinas en T. vaginalis, se encontré el elemento
promotor Inr comun en otros eucariontes en forma conservada, con la secuencia
TCA4Y(T/C)W(T/A) que se encuentra entre 6 a 20 nucleotidos (nt) corriente arriba
del inicio de la transcripcion. Este elemento es reconocido por la proteina de union
a Inr (IBP39), la cual, interactia con el dominio C-terminal de la RNA polimerasa |II.
En T. vaginalis, no se encuentra una secuencia TATA para el inicio de la
transcripcion, por lo cual este elemento Inr tiene un papel central en la expresion de

genes (Carlton, Hirty col.; 2007).

Los RNAmM de T. vaginalis que contienen cap sugieren la existencia de la

RNA polimerasa Il, la cual es necesaria en el procesamiento del capping en el
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extremo 5" al inicio de la transcripcion (Liston y Johnson 1998; Liston, Carrero y col.;
1999; Liston y Johnson 1999). La RNA polimerasa Il de T. vaginalis es inusual, pero
se ha identificado por ser resistente a O-amanitina en un 50%, sugiriendo que
también participa en la transcripciébn de varios genes en tricomonas (Liston y
Johnson 1998). También ha sido descrita la RNA pol lll, encargada de transcribir el

gen que codifica para el rRNA 5Sr (Torres-Machorro, Hernandez y col.; 2006).

T. vaginalis es capaz de realizar “splicing”; proceso mediante el cual se eliminan los
intrones de algunos genes. Reportes previos a la secuenciacion del genoma de T.
vaginalis, establecieron la presencia del gen que codifica para PRP8, considerada
una proteina indispensable para este proceso (Fast y Doolittle 1999). Ademas,
existen motivos conservados en el 5’ y 3’ de los intrones, que sirven como blanco
para el complejo ribonucleoproteinico que conforma el “splicesoma”. Estos motivos
sirvieron para identificar por gendmica comparativa de T. vaginalis con otras
especies eucariontes, la presencia de intrones en genes ortdlogos, los cuales tienen
posiciones similares entre las diferentes especies. En T. vaginalis se encontré un
arreglo altamente conservado de 12 nucleotidos en el 3" de dichos intrones
(Vanacova, Yan y col.; 2005). Posteriormente, con la secuenciacién del genoma de
este parasito se demostré que varios genes de T. vaginalis presentan intrones
(Carlton, Hirt y col.; 2007).

Con la secuenciacion del genoma de este parasito, se hallaron genes

th 113

“Dicer”, “argonautas” y genes para helicasas, sugiriendo que T. vaginalis tiene la
madquinaria para procesar RNA de interferencia (RNAIi), aunque hasta el momento
no existen reportes al respecto. Ademas, se encontraron 152 secuencias, que se
especula, tienen su origen en la transferencia horizontal de genes, la mayoria
participan en diferentes vias metabdlicas y podrian tener su origen en las
enterobacterias del tracto intestinal (Carlton, Hirt y col.; 2007). Algunas

caracteristicas generales del genoma se muestran en la Tabla 2.
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Tabla 2.- Caracteristicas del Genoma de T. vaginalis.

CARACTERISTICA DATOS

Tamarfio 160Mb
Numero de cromosomas 6
Porcentaje de G+C 32.7%
Genes para proteinas 60,000
Porcentaje de secuencias repetidas 65%
Genes para Trna 20 aa
Genes con intrones 65
Secuencias con Inr en el extremo 5UTR 75%
Casos de transferencia horizontal de genes 152
Vias localizadas: RNAI
Splicing

1.3.1.3 Requerimientos nutricionales de Trichomonas vaginalis.

T. vaginalis es capaz de fagocitar VECs, virus, bacterias, levaduras,
eritrocitos y fragmentos celulares para la adquisicién de nutrientes (Lépez, Braga y
col.; 2000; Pereira-Neves y Benchimol 2007). Los carbohidratos son la principal
fuente de energia de T. vaginalis usando el metabolismo fermentativo tanto en
condiciones aerobias como anaerobias; su fuente principal es la maltosa, aunque
puede utilizar glucosa, galactosa, glucégeno o almidon. En el microambiente
vaginal, utiliza los depésitos de glucégeno del epitelio vaginal como fuente de
carbohidratos. Ademas, utiliza una variedad de aminoacidos como sustratos de
energia, los cuales son catabolizados mediante las vias de la arginina hidrolasa,
aminotranferasas y la glutamato deshidrogenasa, no obstante, estas reacciones
pueden ser reversibles para sintetizar aminoacidos. T. vaginalis carece de las vias
para sintetizar nucleétidos de novo, por lo cual depende de una fuente exdgena
como las células mencionadas, las cuales, al ser lisadas, liberan sus depdésitos de
nucledtidos y entran al parasito por difusion pasiva (Heyworth, Gutteridge y col.;
1982). El metabolismo de los lipidos esta limitado a sintetizar de novo

fosfatidiletalonamina, por lo que requiere de colesterol, fosfatidiletanolamina,
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fosfatidilcolina y esfingomielina que también obtiene de fuentes exdgenas (Beach,
Holz y col.; 1990; Beach, Holz y col.; 1991).

T. vaginalis al fagocitar eritrocitos obtiene una fuente de Fe?*, para el cual
posee moléculas receptoras y transportadoras especializadas como la lactoferrina.
El Fe?*, es necesario para el parasito pues regula moléculas como la fibronectina,
necesaria para la unién a su célula huésped (Alderete, Benchimol y col.; 2002),
algunas moléculas se sobre-regulan en presencia de Fe?* como las adhesinas
AP23, AP33, AP51, AP65 AP120 (Alderete, Nguyen y col.; 2004; Moreno-Brito,
Yanez-Gomez y col.; 2005), TVLEGU1 (Leodn-Félix, Ortega-Lopez y col.; 2004);
TVLip (Carvalho, Freitas y col.; 2005), NTPDasa 1, Ecto 5 nucleotidasa (Tasca,
Bonan y col.; 2005) y TVCP4 (Solano-Gonzalez, Burrola-Barraza y col.; 2007);
mientras que otras se expresan mas en ausencia de Fe?* como los genes que
codifican para proteinas parecidas a fibronectina 1 y 2 (Crouch y Alderete 2001);
TVCP39 (Herndndez-Gutierrez, Ortega-Lopez y col.; 2003); TVCP12 (LednSicairos,
Leon-Felix y col.; 2004) y TVCP65 (Alvarez-Sanchez, Solano-Gonzélez y col.;
2007). En estudios protedmicos se ha evidenciado la expresion diferencial de 45
proteinas en presencia de hierro las cuales participan entre otras funciones en el
metabolismo energético, protedlisis y metabolismo hidrogenosomal de T. vaginalis,
mientras que en ausencia de Fe?* el parasito es capaz de internalizar los flagelos y
el axostilo desarrollando una morfologia de pseudoquiste (De Jesus, Cuervo y col.;
2007).

Otro elemento importante de dentro del metabolismo de T. vaginalis son las
poliaminas, las cuales son aminas alifaticas de bajo peso molecular que se
encuentran en todos los seres vivos. Las mas estudiadas son la putrescina,
espermidina y espermina, esta Uultima sintetizada Unicamente por organismos
eucariontes. T. vaginalis no sintetiza poliaminas de novo, es por ello que necesita
de su hospedero para obtener estas moléculas. La obtencién de poliaminas la
realiza mediante un sistema antiporte putrescina/espermina, en el cual, se excretan

dos moléculas de putrescina para introducir una molécula de espermina. En T.
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vaginalis la putrescina es sintetizada por la enzima ornitina descarboxilasa (ODC)
mediante la via de la arginina-hidrolasa. La espermina es procesada dentro de los
hidrogenosomas y convertida a espermidina via espermina N?! acetiltransferasa
(SSAT) acoplado a la via de la poliamina oxidasa (Yarlett, Martinez y col.; 2000). La
ausencia de poliaminas aumenta la adherencia del parasito a las VECs y cuando se
agrega putrescina exdgena disminuye la adhesion a la célula blanco (Garcia,
Benchimol y col.; 2005). Por otra parte, las poliaminas regulan la expresion del gen
tvcp65. En ausencia de poliaminas los niveles de expresion de tvcp65 disminuyen,
al igual que la actividad proteolitica y la cantidad de CP65 (Alvarez-Sanchez,
Carvajal-Gamez y col.; 2008). El factor de inicio de la traduccién 5A (TvelF-5A) esta
regulado de manera positiva por las poliaminas ya que la expresion del gen y la
cantidad de la proteina disminuyen en ausencia de poliaminas, los cuales son
recuperados cuando se adiciona putrescina exdgena al medio (Carvajal-Gamez,
Arroyo y col.; 2011).

El Zn?* actla como cofactor y como integrante de al menos 300 enzimas
como aldolasas, deshidrogenasas, esterasas, peptidasas, fosfatasa alcalina,
anhidrasa carboénica, superdxido-dismutasa asi como DNA y RNA polimerasas. Por
lo cual esta involucrado en el metabolismo energético y de hidratos de carbono, en
las reacciones de biosintesis y degradacion de proteinas, en procesos biosintéticos
de acidos nucleicos y compuestos hemo, asi como en el transporte de diéxido de
carbono (CO2). Se sabe que el proteoma total de un organismo eucarionte contiene
8.8% proteinas que unen Zn?*, esto refleja la importancia y el requerimiento de este
cation por los distintos organismos (Andreini, Banci y col.; 2006; Maret y Li 2009).
El microambiente del tracto urogenital masculino de una persona normal tiene
concentraciones de Zn?* tricomonicidas. Estudios de proteémica sobre la
interaccion de T. vaginalis con células prostaticas DU-145 en presencia o0 ausencia
de Zn?* a una concentracién de 1.6 mM identificaron mediante electroforesis en
doble dimension (2-DE) y espectrometria de masas (MS) 37 péptidos con expresion
diferencial, cuya secuencia fue analizada por MASCOT presentando identidad para:
fimbrinas (9i]123493533, 0i|123397260), adenosil-homocisteinasa

32



(01]123499896,91|123488577),  cistein-peptidasa  parecida a  asparaginil
endopeptidasa (gi|123408789) y una metaloproteasa parecida a aminopeptidasa P
(gi|123445672). El andlisis del proteoma e inmunoproteoma, permitio la
identificacion de una metaloproteinasa de 50 kDa sobreexpresada e
inmunodetectada diferencialmente por el suero de pacientes masculinos con

tricomonosis (Vazquez-Carrillo, Granados y col.; 2011).

1.4 PATOGENIA

La vagina tiene un pH normal de 3.8 a 4.4, este pH acido se debe
principalmente a la flora vaginal normal, en especial a la presencia del bacilo de
Doderlein que utiliza los depdsitos de glucégeno de la mucosa para producir acido
lactico (McGrory y Garber 1992). Los parasitos adheridos a las VECs o células HelLa
inducen la sintesis de grandes cantidades de adhesinas y la sintesis de estas, esta
regulada positivamente por Fe*?, el cual, controla la tasa de crecimiento y
multiplicacion de este parasito (Lehker, Arroyo y col.; 1991; Arroyo, Engbring y col.;
1992). Posteriormente, se da una sefial de quimiotaxis para reclutar mas parasitos
al sitio inicial de la infeccion. La destruccion del epitelio vaginal provocada por la
infeccion de T. vaginalis disminuye los depdésitos de glucdégeno lo que puede llevar
a la eliminacién del bacilo de Déderlein, ocasionando que el pH vaginal se vuelva
alcalino, lo cual, favorece la proliferacion del parasito y otros microorganismos
(Yano, Yuiy col.; 1983).

La capacidad de causar una infeccion por parte de T. vaginalis depende de
su interaccién con el huésped, teniendo en cuenta desde su conducta sexual en
relacion al uso de preservativos, numero de parejas sexuales, etc.(Lichtenstein,
Desmond y col.; 2008), asi como su propio sistema inmunolégico; factores
hormonales, la coexistencia con la flora vaginal y la relativa concentracion de los
organismos presentes en la vagina (Kumar, Sharma y col.; 1990). Ademas, las
caracteristicas del microambiente en el tracto urogenital, que implican factores como

pH, temperatura, presencia de cationes como el Zn?*, el Fe?* y las poliaminas
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(Alvarez-Sanchez, Carvajal-Gamez y col.; 2008; Vazquez-Carrillo, Granados y col.;
2011). Otro factor importante son las propiedades de virulencia del parasito que son:

1.4.1 Adhesién

La citoadherencia es un paso fundamental para la patogenia de T. vaginalis.
En este mecanismo estan involucradas proteinas de adhesién y del citoesqueleto.
Se han descrito cinco adhesinas de T. vaginalis nombradas de acuerdo a su peso
molecular, AP65, AP51, AP33, AP23 y AP120 (65, 51, 33, 23 y 210 kDa
respectivamente), la interaccion de estas adhesinas con las VECs, a través de una
via ligando-receptor, induce un incremento de la sintesis de adhesinas asi como un
cambio en la morfologia ameboide del parasito, esto le permite adaptarse a los
ambientes adversos como la menstruacion (Alderete y Garza 1988; Arroyo,
Engbring y col.; 1992). La a-tubulina es una proteina involucrada en la morfologia
del parasito(Kucknoor, Mundodi y col.; 2005). La cistein-proteasa de 30kDa (CP30)
ademas de ser una molécula involucrada en la adhesion, es capaz de degradar
diferentes proteinas como la hemoglobina, fibronectina y colageno IV(Mendoza-
Lépez, Becerril-Garcia y col.; 2000). Otra molécula es el lipofosfoglicano (TVLPG),
proteina de superficie de T. vaginalis, rica en ramnosa que sirve de ligando para el
receptor galectina-1 de la superficie de las VECs, por lo que esta interaccion puede
ser importante para la adhesion del parasito (Hirt, Noel y col.; 2007). T. vaginalis
posee 8 familias con alrededor de 800 proteinas de superficie que incluyen
aproximadamente 650 proteinas semejantes a BspA, caracterizadas por el repetido
rico en leucina de Treponema pallidum (TpLLR). Estas proteinas se expresan en la
superficie de ciertas bacterias patégenas mediando la adhesién celular y la
agregacion (Carlton, Hirt y col.; 2007). Otro grupo de proteinas involucradas en la
adhesion son las parecidas a GP63, las cuales son homologas a las
leishmanolisinas y algunas presentan un dominio transmembranal lo que indica su

participacion en la cito-adhesién (Carlton, Hirt y col.; 2007).
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Otras proteinas expresadas durante la citoadherencia a VECs son: la
“GTPBP” proteina de union a GTP involucrada en el endocitosis(Kucknoor, Mundodi
y col.; 2005), la “PDI” proteina disulfuro isomerasa con funciéon de chaperona siendo
una proteina involucrada en el plegamiento de proteinas (Kucknoor, Mundodi y col.;
2005); la adhesina enolasa (TVENO-1) (Mundodi, Kucknoor y col.; 2008); la
adhesina gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa (TvGAPDH) (Lama, Kucknoor y
col.; 2009) y la adhesinas Pmp; TvSUB1; parecida a M17; y parecida a VSP (Hirt,
Noel y col.; 2007)

1.4.2 Citotoxicidad

T. vaginalis posee una gran cantidad de proteinasas como
metaloproteinasas, cistein-proteinasas, serin-proteinasas, y aspartil-proteinasas, las
cuales, son reguladas por factores como Zn?*, Fe?*, pH; agentes quelantes como
el EDTA y EGTA e inhibidores como N-a-p-tosil-L-lisina cloro-metilcetona (TLCK) y
leupeptina (Alderete y Garza 1985). Las cistein-proteasas (CPs) son endopeptidass
que contienen una cisteina en su sitio activo. T. vaginalis posee diferentes CPs
involucradas en diversas propiedades de virulencia como adhesion, hemodlisis,
citotoxicidad y evasion de la respuesta inmune (AlvarezSanchez, Avila-Gonzélez y
col.; 2000; Hernandez-Gutierrez, Ortega-LOpez y col.; 2003).

La cistein-proteasa de 65 kDa (CP65) participa en la citotoxicidad hacia las
células HelLa (Alvarez-Sanchez, Avila-Gonzéalez y col.; 2000) y se encuentra
localizada tanto en el citoplasma como en la superficie de la membrana; degrada
componentes de la matriz extracelular como el coldgeno IV y la fibronectina. Su
actividad optima se da a un pH de 5.5 y una temperatura de 37°C. A nivel de
transcrito es regulado negativamente por Fe?* y Zn?* pero positivamente en
presencia de poliaminas. A nivel postraduccional presenta hipusinacién. Se han
detectado anticuerpos contra esta proteina en suero de pacientes con tricomonosis,
lo que sugiere su alta inmunogenicidad (Alvarez-Sanchez, AvilaGonzéalez y col.;
2000; Alvarez-Sanchez, Carvajal-Gamez y col.; 2008).
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La cistein-proteasa de 39 kDa (CP39) se encuentra en las secreciones de
pacientes con tricomonosis, su funcion en la citotoxicidad es por su capacidad de
degradar sustratos como el colageno I, Ill, IV y V, la fibronectina, hemoglobina
humana e inmunoglobulinas A y G. El pH oOptimo en que realiza su actividad
proteolitica es 7, pero trabaja en un amplio rango de pH 3.9 a 9. También se localiza
tanto en citoplasma como en la superficie celular y es altamente inmunogénica,
ademas en presencia de Zn** y Fe?' se regulan negativamente a nivel
postranscripcional y en presencia de poliaminas tiene regulacion positiva. Esta
proteina sufre modificaciones postraduccionales como son glicosilacion e
hipusinacion (Hernandez, Sariego y col.; 2004; Ramoén-Luing, Renddn-Gandarilla y

col.; 2010) (Datos no publicados de Carrillo y col.).

Otras proteinas involucradas en la citotoxicidad de T. vaginalis son: TvVLPG
(Paschinger, Hykollari y col.; 2012); TvCP30 (Alvarez-Sanchez, Avila-Gonzalez y
col.; 2000; Alvarez-Sanchez, Avila-Gonzélez y col.; 2000); Fosfolipasa A2 (Lubick y
Burgess 2004) y TvCP12 (Leo6n-Sicairos, Leon-Felix y col.; 2004).

1.4.3 Fagocitosis.

Se considera a T. vaginalis como una célula fagocitica debido a su capacidad
de ingerir eficientemente particulas inertes y células por un mecanismo similar al
que usan otras células fagociticas (Benchimol, Batista y col.; 1990). Algunos
estudios indican que la citofagocitosis constituye un mecanismo patogénico de T.
vaginalis. Diferentes estudios por microscopia han demostrado que T. vaginalis
puede fagocitar bacilos de Ddderlein, levaduras, leucocitos, eritrocitos, fragmentos
de VECs células prostaticas y espermatozoides (Benchimol, de Andrade Rosa y col.;
2008). Se han descrito dos formas en que se lleva a cabo la fagocitosis (Fig. 4); la
primera es similar a la utilizada por los fagocitos profesionales en la cual, los flagelos
y/o pseudopodias se extienden hacia la célula blanco para atraerla hacia el cuerpo
del parasito y otra en la cual, células mas pequefias que el parasito como

las levaduras se hunden en la membrana del pardsito sin la formacion de
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pseudopodias o la participacion de los flagelos. La interaccion con los diferentes
tipos celulares parece responder a receptores especificos como los de D-manosa y
L-fucosa en la superficie membranal del parasito; una vez adentro, el contenido
internalizado es degradado por lisosomas y los nutrientes utilizados por los parasitos
(Pereira-Neves y Benchimol 2007). La capacidad fagocitica de T. vaginalis se ve
disminuida en presencia de colchicina y citocalasinas B y D, lo cual indica un papel
fundamental del citoesqueleto de actina durante la fagocitosis (Juliano, Monaco y

col.; 1987; Pereira-Neves y Benchimol 2007).

1.4. 4 Evasion de larespuesta inmune.

Para que la infeccién por T. vaginalis no sea combatida, es necesario que el
parasito evada la respuesta inmune del hospedero, ha sido demostrado que al
interaccionar con las VECs, en presencia de Fe?* la expresion de un inmundgeno
de superficie, llamado P270 se regula negativamente. P270 es una proteina

antigénica de la superficie membranal del parasito (Alderete 1999) y esta

Figura 4.- Mecanismos de fagocitosis de T. vaginalis. Se muestran dos
formas en que la ticomona (verde) fagocita células de levaduras (naranja).la primera
forma involucra una proceso de hundimiento sin participacién de extensiones de la
membrana plasmatica (a-c). La segunda forma es semejante a la fagocitosis clasica
de los fagocitos profesionales, donde los pseuddpodos (asteriscos) y filipodias
(puntas de flecha) se extienden hacia la célula blanco (d-f), la cual es internalizada
posteriormente (flechas blancas) (d). AF, flagelo anterior; Ax, axostilo; RF flagelo

recurrente. La barra de escala es de 40m. (Pereira-Neves y Benchimol 2007)

37



relacionada con la presencia de un virus de RNA de doble cadena (ds-RNA), cuya

presencia ha sido asociado a los aislados mas virulentos (Conrad, Gorman y col.;
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2012). Otra proteina de superficie es P230 que se relaciona con cambios en la
accesibilidad al epitope del antigeno. Ambas proteinas son responsables de la
variacion fenotipica del parasito para evadir la respuesta inmune (Alderete 1999).
Durante la menstruacion el sistema del complemento de la mujer puede eliminar al
parasito, no obstante, ante un ambiente rico en Fe?* se sobrexpresan algunas
cistein-proteasas en la superficie que degradan al factor del complemento C3b. Del
mismo modo, se expresan las cistein-proteinasas de 60 y 39 kDa (CP60 y CP39)
gue degradan inmunoglobulinas 1gG, IgA e IgM. Ademas, CP60 también degrada
hemoglobina (Lehker y Alderete 2000). Otra de las formas en que T. vaginalis evade
el sistema inmune es mimetizandose con las proteinas del hospedero. Algunas
adhesinas de T. vaginalis comparten gran homologia con enzimas metabdlicas del
hospedero, tales como AP65, AP51 y AP33 que tienen homologia con la enzima
malica, y las subunidades O yOO de la succinil CoA respectivamente (Alderete,
Millsap y col.; 2001). Es importante mencionar que T. vaginalis no sélo se mimetiza
con proteinas codificadas en su genoma, sino también es capaz de tomar proteinas
del hospedero y revestirse de ellas en su membrana, de manera que no pueda ser
inmunorreconocido por el sistema inmune (Lehker y Alderete 2000; Alderete, Millsap
y col.; 2001). Otro mecanismo de evasion consiste en liberar una gran cantidad de
proteinas inmunogénicas solubles que pueden neutralizar los anticuerpos y a los
linfocitos T citotdxicos. Ademas, tiene la capacidad de reclutar neutréfilos por la via
de la interleucina 8 (IL-8), pero también de inducirles apoptosis por la activacion de
la via de la caspasa 3 dependiente de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Song,
Shin y col.; 2008).

1.4.5 Apoptosis

T. vaginalis induce apoptosis por dos formas, en la primera se requiere la
adhesion a las VECs y neutrofilos lo que desencadena un incremento en la actividad
de la caspasa-3 (proapoptética) y disminucion de Mcl-1 perteneciente a la familia de
Bcl-2 (proteina antiapoptotica) en las células del hospedero. Se probd que la
apoptosis esta ligada a la adhesion, al tratar a los parasitos con un anticuerpo anti-
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APG65, de esta forma, al inhibir la funcion de esta adhesina se redujo la apoptosis
(Kang, Song y col.; 2006). También se ha demostrado que la infeccion por T.
vaginalis causa desprendimiento de las VECs seguida por destruccion de las
mismas como resultado de la apoptosis inducida por la secrecion de CPs en el
rango de los 30 kDa (CP2, CP3, CP4 y CPT) que tienen una funcién de porinas,
estas proteinas se insertan en la bicapa lipidica de las células del hospedero
formando canales transmembranales de un diametro de 1.14 y 1.34 nm, los cuales
conducen a la muerte por lisis osmdética (Dailey, Chang y col.; 1990; Fiori, Rappelli

y col.; 1999; Kummer, Hayes y col.; 2008).

1.4.6 Hemodlisis

Los eritrocitos son una fuente importante de nutrientes para T. vaginalis y su
capacidad beta-hemolitica se correlaciona con su virulencia clinica. Se han
identificado algunas moléculas involucradas en la hemdlisis por T. vaginalis tales
como CPs de superficie (TvCP65), proteinas formadoras de poro (TvCP4) y
proteinas tipo fosfolipasa A (TvLIP) (Krieger, Poisson y col.; 1983; Dailey, Chang y
col.; 1990; Carvalho, Freitas y col.; 2005).

II.- ESTADO DEL ARTE

2.1 EXPRESION DE GENES

La regulacion de la expresion génica es fundamental para todas las células,
puesto que les permite llevar a cabo su desarrollo, homeostasis y adaptacion al
medio ambiente. En eucariontes, cada paso de la expresion génica, que incluye
cambios en la estructura de la cromatina, transcripcion, procesamiento del
transcrito, su transporte al citoplasma, la traduccion del RNAmM a proteina,
transporte, modificacion y activacion postraduccional; estd sometido a una estricta

regulacion (Gémez, Esther Ramirez y col.; 2010).
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La transcripcion es el proceso mediante el cual, una molécula de RNA es sintetizada
a partir de un DNA que sirve como templado. Este proceso se divide basicamente
en 3 pasos: iniciacion, elongacion de la cadena y terminacion, cada uno de estos
pasos es susceptible de regulacién (Gomez, Esther Ramirez y col.; 2010). Ademas
de estos pasos béasicos que tienen que ver con la sintesis de la molécula de RNA
(pre-RNAmM) que va a dar origen al RNAm, el transcrito necesita procesarse para
poder cumplir su funcidn biologica. Este procesamiento postranscripcional se da
inmediatamente después de iniciar la transcripcidn, y consiste en tres
modificaciones del transcrito primario. La primera modificacion es el “capping”, el
cual ocurre después de que se sintetizan los primeros 25-30 nucleétidos del pre-
RNAmM y consiste en tres reacciones, en la primera, la enzima RNA trifosfatasa actla
sobre el nucledtido terminal del extremo 5 y remueve el fosfato-g, después la
enzima guanililtransferasa adiciona una guanina, la cual es posteriormente metilada
por la accion de la enzima 7-metiltransferasa para finalizar la estructura llamada
“‘cap”. En mamiferos las primeras dos reacciones se llevan a cabo por la misma
enzima, mientras que en la levadura, estas reacciones son llevadas a cabo por
enzimas diferentes. El “cap” ayuda a preservar al RNAm de la accion de las
exonucleasas 5’-3’ presentes tanto en el nucleo como en el citoplasma (Shuman
2001; Hocine, Singer y col.; 2010). La segunda modificacion es llamada “splicing” y
consiste en la eliminacion de intrones y la posibilidad de empalmar y combinar
diferentes exones, esta reaccion es catalizada por el “spliceosoma” que consiste en
las pequefas ribonucleoproteinas nucleares (snRNPs) Ul, U2, U4, U5 y U6; en
conjunto con alrededor de 125 proteinas diferentes. El “spliceosoma” reconoce
motivos en la secuencia del preRNAm que definen el 5’ y 3’ de los intrones. En los
eucariontes superiores el sitio de “splicing” no sélo se define por estos motivos, sino
gue intervienen otros elementos reguladores en trans, incluyendo potenciadores y
silenciadores de intrones y exones que reclutan o limitan el acceso a un determinado
sitio de “splicing”. El resultado final de este proceso es eliminar secuencias no
codificantes de los genes y dar formas alternativas de RNAm que conducen a
isoformas de proteinas o proteinas con diferentes funciones codificadas por un

mismo gen (Hocine, Singer y col.; 2010). El paso final de la transcripcion consiste
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en el procesamiento del extremo 3'UTR del RNAm y se realiza en dos pasos
importantes que son el corte de la cadena de RNA recién sintetizada y la adicion de
un polimero de adeninas de aproximadamente 200pb. Este proceso ha sido
recientemente descrito en diferentes organismos, asi como algunas de sus
implicaciones biolédgicas, no obstante la regulacion del proceso en si mismo, adn es
poco entendido, debido a la complejidad de las interacciones no solo entre las
moléculas que intervienen en el proceso, sino por su estrecha relacion con
moléculas que tienen que ver tanto en el inicio de la transcripcion, el “splicing” y el
inicio de la traduccion (Proudfoot 2011). En un primer acercamiento para entender
la regulacion del procesamiento del extremo 3'UTR en diferentes organismos, el
conocer los elementos que intervienen en dicho proceso es de primordial

importancia.

2.2 GENERALIDADES DEL PROCESAMIENTO DEL EXTREMO 3’'UTR
DE LOS RNAm.

Mediante estudios de digestion con RNAasa pancreatica que corta residuos
de citosina y U y la RNAasa T1 que corta residuos de guanina se demostré la
existencia de fragmentos de RNAm resistente a la accion de estas enzimas por lo
gue se dedujo que eran secuencias de Ay gque estos segmentos de RNAmM no
tenian origen en un templado de DNA, por lo cual se hipotetizé la existencia de una
polimerasa que sintetizara dichos fragmentos de novo, a la cual se le llamé PAP
(Polimerasa de Poli-A) (Lim, Canellakis y col.; 1970; Winters y Edmonds 1973;
Winters y Edmonds 1973). En poco tiempo este tracto de poli-A se convirtio en el
blanco para obtener RNAmM de genes particulares mediante la tecnologia del DNA
recombinante. Se usaron oligos dT, los cuales complementan a los tractos de poli-
A de los RNAm. ElI RNA fue extraido de muestras del tejido que expresa el gen de
interés, de esta forma, el RNAm de la globina fue purificado de eritrocitos y el RNAm
de la inmunoglobulina de las células B murinas. Posteriormente con el empleo de la

transcriptasa reversa en Escherichia coli se crearon las primeras librerias de genes
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y se hizo notorio el hecho de que para el mismo RNAm existen diferentes tamafnos
de colas de poli-A y de su secuencia 3’'UTR (Proudfoot 2011).

Con el uso de los métodos de secuenciacion, se pudo determinar la presencia
de una secuencia constante en la mayoria de los RNAmM que poseen un tracto de
poli-A, esta secuencia fue llamada sefial de poliadenilacion (PAS) y consiste en los
nucledtidos AAUAAA, los cuales se encuentran 20-30 nucleétidos previos al tracto
de poli-A, mediante ensayos de restriccion por exonucleasas se confirmé que esta
secuencia es esencial para llevar a cabo la poliadenilacion y de la misma forma se
descubrié una secuencia rica en GU rio abajo del sitio de poliadenilacion llamadas
Elemento Rio Abajo (DSE) que también es indispensable para el proceso de corte
y poliadenilacién, ademas de otra secuencia rica en GU, rio arriba (USE) de la PAS,

la cual result6é ser un potenciador de dicho proceso(Proudfoot 2011).

Posteriormente en células HelLa se obtuvieron dos complejos proteinicos que
se unen a estas secuencias, el primero fue el factor de especificidad de corte y
poliadenilacion (CPSF, cleavage and polyadenilation specificity factor) que se une a
la PAS, ademas del factor estimulante del corte (CstF, cleavage stimulation favtor)
que se une al DSE. Otras proteinas como los factores de corte 1y I, la polimerasa
de poli-A fueron asociadas a esta maquinaria y fueron buscados sus elementos
homélogos en S. cerevisiae donde se observd la pérdida de algunas de estas
proteinas en extractos sometidos a temperatura restrictiva, lo cual dié un panorama

nuevo de la importancia de este proceso y su funcionamiento (Proudfoot 2011).

El estudio del procesamiento del extremo 3’'UTR del RNAm ha revelado su
importancia en la diferenciacion celular, desarrollo tisular y modulacion de la
expresion proteica. De esta forma se sabe que el tamano del extremo 3'UTR
incluyendo su cola de poli-A, determina la estabilidad y la vida media del RNAm, a
mayor longitud encontramos mayor estabilidad y vida media, no obstante los RNAm

con extremos 3’'UTR cortos tienen una mayor traduccién aunque su vida media es
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mas corta. Un ejemplo de que la longitud del extremo 3'UTR para el mismo RNAm
juega un importante papel regulador, lo encontramos en las diferentes etapas del
desarrollo, siendo que en las primeras etapas, un RNAm tiene un 3'UTR mas corto
mientras que en etapas mas avanzadas, esta region del mismo RNAmM es mas larga
(Ji, Lee y col.; 2009). Del mismo modo, se ha determinado esa diferencia entre
tejidos diferenciados del mismo individuo (Sandberg, Neilson y col.; 2008). En
células cancerigenas se ha observado que los oncogenes expresados tienen un
extremo 3'UTR mas corto que el de las células sanas homodlogas, esto cobra
relevancia a la luz de que es precisamente el extremo 3'UTR en donde se
encuentran los blancos principales de los microRNAs (miRNAs). Del mismo modo,
el segmento 3'UTR de los RNAm sirve como blanco para moléculas como los

cationes Fe?* y Zn?* los cuales modulan la expresiéon génica (Lutz y Moreira 2011).

2.3 MECANISMOS ALTERNATIVOS DE POLIADENILACION

La presencia de mas de una PAS en la secuencia de un gen, abre un abanico
de posibilidades para llevar a cabo el procesamiento de su extremo 3’'UTR. Esta
posibilidad de un procesamiento alternativo del RNAmM es un importante nivel
regulatorio en la expresion génica, como se aprecia al considerar que mas de la
mitad de los RNAmM de humano tienen poliadenilacion alternativa, ademas, que este
mecanismo de regulacion esta conservado evolutivamente en las plantas. Aunque
aun no se entiende a detalle los mecanismos que controlan la poliadenilacion
alternativa; se pueden clasificar diferentes tipos de este procesamiento (Fig. 5) con

diferentes implicaciones (Lutz y Moreira 2011):

El tipo de poliadenilacion | corresponde al mas comudn, se trata de un gen que
presenta un codén de paro y en su 3'UTR presenta una sola sefal de
poliadenilacion, nos da siempre una isoforma de RNAm. El tipo de poliadenilaciéon
Il corresponde a un gen en cuya secuencia presenta un solo codon de paro, pero

en su extremo 3’'UTR tiene dos o mas PAS, por lo que sus RNAmM pueden tener un
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extremo 3'UTR corto o largo pero no altera su marco de lectura, esto se ve con
varios genes en metazoarios, los cuales se expresan en diferentes tejidos con
diferentes longitudes de RNAm; el efecto final, son diferentes cantidades de la
misma proteina. El tipo de poliadenilacién Illi corresponde a genes que por efecto
de “splicing” tienen codones de paro alternativo y sefiales de poliadenilacién ocultas
en los intrones, el efecto de esto son distintas isoformas de proteinas. El tipo de
poliadenilacion llle se refiere a que por efecto de “splicing” puede quedar al
descubierto una PAS dentro de un exon y esto provocar la poliadenilacion temprana

y producir proteinas truncas o con diferentes funciones (Lutz y Moreira 2011).

En estudios de activacion de linfocitos T, los cuales, posterior a su activacion,
aumentan la poliadenilacion de sus RNAm y la cantidad de proteinas expresadas;
se determind que las PAS proximales eran las mas utilizadas y que esta variacion
en la poliadenilacion alternativa no se detecta a las 6 hrs pero era evidente a las 48
h, sugiriendo que la seleccién de una PAS alternativa no es un evento inmediato y
que probablemente sea necesario la transcripcion de factores de corte y
poliadenilaciébn basales y/o auxiliares. Sin embargo, hasta el momento se
desconoce como las sefales de la superficie membranal se traducen a la maquinaria

de corte y poliadenilacion (Sandberg, Neilson y col.; 2008).
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Figura 5.- Tipos de poliadenilacion alternativa. En este esquema se representan
diferentes RNAmM con su cap (circulo rojo), exones (cuadros azules, intrones (linea
negra). Los RNAm con poliadenilacion tipo | s6lo tienen una sefial de poliadenilacién
(PAS) en su ultimo exén. Los RNAm con poliadenilacion tipo Il tienen mas de una
sefal de poliadenilacién en su ultimo exon. La poliadenilacidn tipo Il esta acoplada
con el “splicing”, las senales tipo llli estan en los intrones corriente arriba de la PAS
canonica, mientras que las tipo llle tienen una o mas PAS en exones corriente

arriba.
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2.4.- ELEMENTOS DEL PROCESAMIENTO DE LOS 3'UTR DE LOS RNAm DE
HUMANGOS.

2.4.1.-Elementos de secuencia

También llamados elementos cis, son secuencias especificas en casi todos lo
pre-RNAm que son poliadenilados y las alteraciones de estos elementos afectan la
eficacia del procesamiento del extremo 3. En el humano los elementos de
secuencia son cuatro, el primero define el sitio de poliadenilacion y es llamado sefial
de poliadenilacién (PAS), corresponde al hexamero AAUAAA que se encuentra en
80 a 90% de los RNAmM secuenciados o una variante que es AUUAAA presente en
el 10% de los casos, esta secuencia sefial se encuentra de 10-35 bases de distancia
corriente arriba del sitio de poliadenilacion. ElI segundo elemento se encuentra
alrededor de 40 bases corriente abajo del sitio de poliadenilacion (DSE) este
elemento se ha observado con dos secuencias, la primera es una secuencia rica en
GU que contiene YGUGUUYY (donde Y= pirimidina) y la segunda es una secuencia
rica en U (UUUUU), el pre-RNAm puede tener alguna, ambas o ninguna de estas
secuencias; este elemento se localiza aproximadamente a 30 nucledtidos del sitio
de corte. El sitio de corte del pre-RNAm se sitia entre PAS y DSE dentro de una
region de 13 nucledtidos que no esta estrictamente conservada, el corte se realiza
en lado 3’ de un residuo de adenosina que se encuentra seguido por un nucleotido
que tiene como preferencia para hacer el corte A>U>C>>G. El nucledtido que
precede a la adenina del sitio de corte es la citosina en el 59% de los casos,
refiriéndose como el sitio de corte 6éptimo al dinucleétido CA. El elemento auxiliar rio
arriba (USE), se encuentra por arriba de PAS y frecuentemente consiste en una
secuencia rica en U (UUUU) o similar (UGUA, UAUA). La eficiencia del corte y
poliadenilacion aumenta con la presencia de este elemento, pueden existir otros
elementos auxiliares rio abajo del sitio de corte y poliadenilacidon, algunos se sabe
gue son ricos en G pero son secuencias no conservadas y que varian de distancia
a CA (Millevoi y Vagner 2010) (Mandel y col., 2008; Danckwardty col., 2008; Millevoi
y col., 2010).
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2.4.2 Maquinaria de procesamiento del extremo 3’'UTR del RNAm del

humano y sus complejos.

Alrededor de 14 proteinas conforman la maquinaria esencial de
procesamiento del extremo 3'UTR, mediante microscopia electronica se ha
observado que el nacleo de la maquinaria de procesamiento ensamblada tiene una
forma de rifién y una longitud de alrededor de 250 A.(Shi, Di Giammartino y col.;
2009). Algunas de estas proteinas forman los complejos principales de este proceso
(Fig. 6), que son: el factor de especificidad de corte y poliadenilacion (CPSF,
cleavage and polyadenilation factor), el factor estimulante del Corte (CstF, cleavage
stimulation factor), el factor de corte | (CFIm), el factor de corte Il (CFIIm), asi como
otras enzimas que no forman complejos como la polimerasa de poli-A (PAP, polyA
polymerase) y la proteina de union a la cola de poli-A (PABP, polyA binding protein),
ademas de otras proteinas como la simpliquina y otros elementos como el extremo
carboxilo terminal de la polimerasa Il de RNA (CTDRNApolll) que ayudan a anclar
e integrar todos estos complejos y por lo tanto son indispensables para llevar a cabo

el procesamiento del extremo 3’'UTR de los RNAm (Mandel, Bai y col.; 2008).

2.4.2.1 Complejo CPSF

El factor de especificidad de corte y poliadenilaciéon (CPSF) en el humano,
estd constituido por 5 subunidades, cuatro de ellas se diferencian por su peso
molecular (160, 100, 73 y 30 KDa), y la quinta se denomina hFipl debido a que
primero fue descrita en Saccharomyces cerevisae. La subunidad CPSF160 es la
mas conservada en los eucariontes y dirige la reaccion de corte y poliadenilacion al
identificar a PAS, utilizando con mayor afinidad la secuencia AAUAAA, esta proteina
contiene dos motivos de unidén a RNA cerca de su extremo N-terminal (Murthy y
Manley 1995). La subunidad CPSF-73 es importante para la viabilidad celular como

lo demuestran estudios de disrupcion de esta proteina (Chanfreau,

Noble y col.; 1996). Contiene un dominio metalo-0O-lactamasa en su regién N-
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Figura 6.- Maquinaria de poliadenilacién del humano. Complejo CPSF de color
verde con bordes cafés, con sus subunidades de 160, 100, 73y 30 KDa y Fipl en
contacto con la sefial de poliadenilacién; complejo CstF de color rosa con bordes
rojos y sus subunidades de 77, 64 y 50 kDa, la subunidad 64 en contacto con el
elemento corriente abajo y la subunidad 77 interaccionando con CPSF; complejo
CFI de azul con bordes grises con su heterodimero mas frecuente (25/68),
interaccionando con el elemento corriente arriba; complejo CFII de color gris
Oxford con bordes azules con sus dos subunidades; las proteinas sin complejo,
PAP1, PAPB, simpliquina y CP4 esta ultima en su posicion entre CstF64 vy el
elemento corriente abajo. En amarillo RNA recién sintetizado con los elementos de

secuencia.
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terminal que coordina dos iones de Zn?*, por lo cual, se ha postulado como la
endonucleasa que realiza el corte del extremo 3’ del pre-RNAmM (Mandel, Bai y col.;
2008). La subunidad CPSF-100 contiene un dominio semejante al de la subunidad
73, pero sin la capacidad de coordinar iones de Zn?*, su funcién no ha sido
dilucidada hasta el momento (Dominski, Yang y col.; 2005). La subunidad CPSF-30
presenta cinco arreglos de dedos de Zn?* que funcionan en las interacciones
proteina-proteina coordinando la formacién del complejo (Barabino, Hubner y col.;
1997). La funcién de hFipl es basicamente mediar la interaccion del complejo CPSF
con PAP y CFIm. Posee un dominio de unién a secuencias ricas en U (Kaufmann,
Martin y col.; 2004; Hu, Lutz y col.; 2005).
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2.4.2.2 Complejo CstF

El factor estimulante de corte (CstF) es un heterohexamero constituido por
dos subunidades CstF-64 que contienen un dominio de uniébn a RNA para la
secuencia G/U del DSE, este dominio presenta gran flexibilidad por lo que puede
interactuar con otras secuencias ricas en GU, en su dominio C-terminal interactia
con otros factores de transcripcion regulando también ese proceso (Mandel, Bai y
col.; 2008). La subunidad CstF-77 tiene una funcién de interaccion con otras
proteinas en especial con CPSF-160 justo en su dominio de reconocimiento de
AAUAAA, lo que sugiere un papel regulador de su funcién teniendo en cuenta
ademas de que su union a CTD-RNApolll, aumenta cuando este Ultimo se encuentra
fosforilado (Bai, Auperin y col.; 2007). La subunidad CstF-50 es requerida para la
reaccion de corte in vitro, ademas de interactuar con CTDRNApolll, presenta

interaccién con el coactivador de “splicing” SRm160 (Mandel, Bai y col.; 2008).

2.4.2.3 Complejo CFIm

El factor de corte de mamifero | (CFIm) parece ser Unico en eucariontes
superiores, estd formado por heterodimeros derivados de la interaccion de la
subunidad 25 y alguna de las otras subunidades, a saber, 59, 68 ¢ 72, siendo el
heterodimero 25/68 el que, in vitro, restituye la actividad de corte, previamente
suprimida al modificar este complejo. La subunidad 68 se une al RNA mediante
dominios especificos en su extremo N-terminal, del mismo modo interacciona con
elementos de “splicing” como U2AF. La subunidad CFIm 25 interactua con PAP a
través de su extremo C-terminal. La principal funcion de CFIm es el reconocimiento
de secuencias que contengan UGUAA corriente arriba de la PAS, que sirven como
su substrato y define adecuadamente el sitio de poliadenilacion (Ruegsegger, Blank
y col.; 1998).
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2.4.2.4 Complejo CFlim

El factor de corte Il de mamiferos (CFIIm) se compone de 2 subunidades que
originalmente fueron descubiertas en S. cerevisiae (Ruegsegger, Blank y col.; 1998;
de Vries, Bruin y col.; 2000). La primera es hPcfl1 que contiene un dominio de union
a CTD-RNApolll y se une preferencialmente cuando este Ultimo se encuentra
fosforilado. También se ha propuesto como un factor que libera la maquinaria de
procesamiento del 3’'UTR del CTD-RNApolll (Mandel, Bai y col.; 2008). hClp1
interactua con CFIm y CPSF tiene una actividad RNA 5’cinasa que sirve para el
“splicing” del tRNA vy la activacidén de los RNA de interferencia (RNAI) y a pesar de
presentar un dominio Walker A, no tiene una funcion de ATPasa (Weitzer y Martinez
2007).

2.4.4.5 Elementos proteicos que no forman parte de complejos.

La polimerasa de poli-A (PAP) es la enzima que agrega los residuos de
adenosina al extremo 3’ del preRNAm. Consta de 3 dominios, los dominios
Nterminal, medio y C-terminal, el primer dominio coordina dos iones metal (Mg?* 6
Mn2*) que son requeridos para la polimerizacién. EI dominio C-terminal sirve para
unirse a otras proteinas como hFipl. PAP reconoce los ultimos 3 nucleétidos del

pre-RNAmM como sustrato para su union y funcién (Balbo y Bohm 2007).

La proteina de union a poli-A (PABP) se requiere para el correcto proceso de
poliadenilacion, se une directamente a tractos de 11-14 adenosinas y controla el
tamano de la cola de poli-A hasta que alcanza la longitud apropiada de alrededor de
200 a 300 bases e incrementa la eficiencia de la poliadenilacion hasta 80 veces.
Contiene cuatro repetidos de motivos que reconocen RNA (Keller, Kuhny col.; 2000;
Kerwitz, Kuhn y col.; 2003).
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Otra proteina es la Simpliquina, la cual, fue descubierta en asociacion con
uniones estrechas y probablemente contribuye a formar el andamiaje de la
maquinaria de procesamiento del extremo 3’, al colocarse entre un gran numero de
proteinas y estabilizando la interaccion entre los complejos CPSF y CstF (Keon,
Schafer y col.; 1996; Takagaki y Manley 2000).

Un elemento muy importante para que se lleve a cabo el procesamiento del extremo
3'UTR de los RNAm eucariontes es el CTD-RNApolll, que como ya se ha sefialado
previamente, es el sitio de anclaje de la maquinaria. Su delecion provoca un RNAm
inestable que se degrada rapidamente. CTD-RNApolll se conforma de 52
heptapéptidos repetidos cuya secuencia consenso es YSPTSPS. Para cada uno de
los repetidos, los residuos de serina son susceptibles de fosforilacion y una vez
fosforilados, sirven de puerto de anclaje para las maquinarias del “capping’,
“splicing”, asi como de procesamiento del extremo 3'UTR del pre-RNAm, con esta
altima, principalmente a través de las subunidades CPSF160 y CstF-50
(Danckwardt, Hentze y col.; 2008; Mandel, Bai y col.; 2008; Millevoi y Vagner 2010).

2.5. ELEMENTOS EN CIS DEL PROCESAMIENTO DEL EXTREMO 3’'UTR
DEL RNAm EN OTROS ORGANISMOS.

Los elementos de secuencia que sirven como reguladores de la
poliadenilacién del RNAm, son predecibles por medios bioinformaticos, debido a la
posicion conservada de sus secuencias cortas y la proporcién de cada uno de los
nucleotidos. Tomando en consideracidn estas caracteristicas, se analizan un gran
namero de secuencias pertenecientes a un mismo tipo celular para encontrar esos
elementos consensos. Varios grupos han reportado la identificacion in silico de
elementos conservados que podrian estar involucrados en la formacion de la cola
de poli-A en Arabidopsis thaliana (Loke, Stahlberg y col.; 2005), Homo sapiens (Hu,
Lutz y col.; 2005), Saccharomyces cerevisiae (Graber, McAllister y col.; 2002) y
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Entamoeba histolytica (Zamorano, Lépez-Camarillo y col.; 2008) entre otros

organismos.

La secuencia que predice el sitio de poliadenilacion en humanos es CA,
puede haber otro nucleétido que preceda a la A, pero C es por mucho, el antecesor
mas frecuente (59%), mientras que para A. thaliana y S. cerevisiae, se considera
como secuencia consenso YA, donde Y es una pirimidina (C 6 U) y el corte se da
en el extremo 3’ de A (Graber, McAllister y col.; 2002). En E. histolytica el sitio de
poliadenilacion se encuentra en un residuo de U, el cual, puede estar rodeado por

motivos ricos en U(Zamorano, Lopez-Camarillo y col.; 2008).

Se han detectado elementos reguladores corriente arriba y corriente abajo
del sitio de corte y poliadenilacion de los RNAmM de estos organismos que tienen
caracteristicas muy semejantes entre si, como una secuencia de 4 a 10 nucleétidos
entre 10 y 35 bases corriente arriba del sitio de poliadenilacion (Fig. 7), esta
secuencia es llamada PAS en el humano y se caracteriza por el hexanucleétido
AAUAAA o su variante més frecuente AUUAAA, mientras en A. thaliana, esta misma
secuencia se denomina elemento cercano corriente arriba (NUE, near upstream
element) y en S. cerevisiae se le conoce como elemento de posicionamiento (PE,
positioning element), en este Ultimo organismo se observa con mas frecuencia otros
hexanucleétidos en la misma posicidn, pero que mantienen la caracteristica de ser
abundantes en A; mientras que en E. histolytica también se denomina PAS y esta
compuesta por los pentanucleétidos UAAUU y UAUUU, los cuales incluyen en
algunos casos el codén de paro de los marcos de lectura. Otra secuencia corriente
arriba muy conservada en estos organismos, estd mas alla de las 45 bases y se
denomina USE en humano y tiene como caracteristica tener un gran contenido de
U. En A. thaliana, se le conoce como elemento lejano corriente arriba (FUE, far
upstream element), el cual tiene como caracteristica ser rico en UG, mientras que
en S. cerevisiae se conoce este elemento de secuencia como elemento de eficiencia
(EE, efficiency element) y es rico en UA. En E. histolytica, hasta la fecha, no se ha

encontrado equivalentes de este elemento. Ademas de lo ya mencionado, en
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humano existen otros dos elementos reguladores corriente arriba que sirven como
elementos auxiliares, uno proximal a USE que se caracteriza por los tetranucleétidos
UAUA y UGUA, mientras que el otro se encuentra mas distal y es rico en G (Graber,
McAllister y col.; 2002; Hu, Lutz y col.; 2005; Loke, Stahlberg y col.; 2005; Zamorano,
LépezCamarillo y col.; 2008) (Graber, McAllister y col.; 2002; Hu, Lutz y col.; 2005;
Loke, Stahlberg y col.; 2005; Zamorano, Lopez-Camarillo y col.; 2008).

De los elementos corriente abajo del sitio de poliadenilacion el mas
conservado es el que se encuentra entre 10 a 40 nucledtidos de distancia y se
caracteriza por ser rico en U; en el ser humano se le conoce como DSE cuya
secuencia ya se menciond previamente. En A. thaliana, S. cerevisiae y E. histolytica
esta secuencia también se ha hallado pero no recibe una denominacion especial
(Zamorano, Lopez-Camarillo y col.; 2008). Mediante el programa computacional
PROBE (Polyadenylation-Related Oligonucleotide Bidimensional Enrichment), en
humano, se detect6 otra secuencia rica en U que se sobrelapa con DSE, pero que
se puede encontrar a partir del nucleétido 25 corriente abajo del sitio de

poliadenilacion.

Ademas, se encontré otro elemento a una distancia entre 50 y 100
nucleodtidos de distancia del sitio de poliadenilacion, cuya secuencia puede ser rica
en G 6 C (Hu, Lutz y col.; 2005). Por otro lado, en E. histolytica, también se detectd
un elemento distal corriente abajo rico en A (Lépez-Camarillo, Herndndez de la Cruz
y col.; 2010).
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Figura 7.- Elementos cis para la poliadenilacion de los RNAm en diferentes
organismos. Esquema que muestra los elementos de secuencia reportados hasta
el momento para el procesamiento del extremo 3’ de los RNAmM de Homo sapiens,
Saccharomyces cerevisiae, Arabidopsis thaliana, Entamoeba histolytica y
Trichomonas vaginalis. PAS, sefal de poliadenilacion (polyadenylation signal);
USE, elemento corriente arriba (upstream element); DSE, elemento corriente abajo
(downstream element); NUE, elemento cercano corriente arriba (near upstream
element); FUE, elemento lejano corriente arriba (far upstream element); EE,
elemento de eficiencia; PE, elemento de posicionamiento (positioning element). Las
lineas delgadas indican posiciones similares, las flechas la distancia promedio entre

los elementos sefialadas como distancia en nucleotidos. Y, pirimidina (C 6 T).
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Del analisis de esos trabajos se puede observar que: 1) La organizacion de
las senales de procesamiento del extremo 3'UTR de los RNAm, esta fuertemente
conservada a través de la escala evolutiva. 2) La gran incidencia de la sefial de
poliadenilacion candnica, confirma su funcion primordial en la poliadenilacion del
pre-RNAm. 3) La presencia de multiples sefiales de poliadenilacion en varias
secuencias, sugiere que el uso de distintas PAS puede ser un importante evento
regulatorio de la expresion de genes en todos los organismos estudiados. 4) Las

distancias en numero de nucleétidos entre los elementos regulatorios de los
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organismos, son muy semejantes. 5) Las PAS de algunos protozoarios incluyen el
codon de paro de sus secuencias (Zamorano, Lopez-Camarillo y col.; 2008).

2.6. MAQUINARIA DE PROCESAMIENTO DEL EXTREMO 3’'UTR EN
LOS RNAm DE OTROS ORGANISMOS.

2.6.1 Saccharomyces cerevisiae

Los factores proteicos que se necesitan para el procesamiento del extremo
3’ de los RNAm, generalmente estan conservados en todos los eucariontes; tal es
el caso de mamiferos y levadura (Tabla 3). La maquinaria de levadura comprende
el factor de corte y poliadenilacion (CPF; cleavage and polyadenylation factor), el
factor de corte IA (CFIA) y el factor de corte IB (CFIB). CPF contiene subunidades
gue son homologas a las del CPSF en mamiferos, pero distribuidas en dos
diferentes subcomplejos, CFIl y PFI e incluyen muchos factores adicionales como
son Pfs2, Ssu72, Mpel, Glc7 y Ref2 (Mandel, Bai y col.; 2008). Ptal es homélogo
de la simplequina en levadura y esta incluida en CFll, sirviendo como el andamiaje
requerido tanto para el corte como para la poliadenilacion (Zhao, Kessler y col.;
1999). CFIA contiene subunidades que son homélogos a las de CFlim y CstF de
mamiferos, excepto por la ausencia de CstF en levadura. Hrpl es el Gnico miembro
de CFIB que no tiene un homodlogo en mamiferos. A nivel funcional in vitro, la
levadura requiere de CFIA, CFIB y CFll para realizar el corte del preRNAm, mientras

que para la poliadenilacién requiere CPF, CFIA, CFIB y Papl.

La presencia del CTD-RNApolll no es esencial para el procesamiento del extremo
3’ en levadura, sin embargo, aumenta la eficiencia tanto del corte como de la
poliadenilacion. En la levadura, la subunidad Yhhl, homdloga de CPSF160 de
mamifero, no se une a PE, sino a una region rica en A cerca del sitio de corte. Del
mismo modo, CstF que se une al elemento rico en U/GU corriente abajo del sitio de
poliadenilacion, en levadura, su homoélogo RnaP15 y su auxiliar Rnap14 son los que

reconocen el PE (Millevoi y Vagner 2010).
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2.6.2 Arabidopsis thaliana

Muchos de los genes que codifican para la maquinaria de procesamiento del
extremo 3’ UTR de los RNAm de mamifero y levadura, tienen homadlogos en el
genoma de la planta Arabidopsis thaliana (Tabla 3), a excepcion del factor CFl de
mamiferos y la subunidad Hrp1(Hunt 2008). La maquinaria de corte y poliadenilacion
de la A. thaliana tiene un complejo CPSF (AtCPSF) que incluye AtCPSF30,
AtCPSF73-I, AtCPSF73-1l, AtCPSF100, AtCPSF160, AtFIPS5 y AtFY. La subunidad
AtCPSF100 sirve como nucleo del complejo mientras que AtCPSF30 se une a
AtCstF via una interaccion con AtFip, y ademas, media la interaccién entre CPSF y
otros factores como AtCLPS3, AtSYM5 y AtCPSF4, debido a estas interacciones, la
funciéon de AtCPSF30 se considera distinta a la de sus homdlogos en otros
eucariontes (Rao, Dinkins y col.; 2009). Otra diferencia con mamiferos y levadura,
es que algunos factores son codificados por pequeiias familias de genes en lugar
de un solo gen, y varios de estos factores, no son esenciales sino que soélo afectan
funciones biolégicas especificas como el caso de CPSF73-Il y FY que son proteinas
especificas de planta involucradas en el desarrollo femenino de la planta y la

floracion (Millevoi y Vagner 2010).

2.6.3. Entamoeba histolytica

La secuenciacion del genoma de este protozoario causante de la amibiasis,
facilitd la el estudio de la expresién de genes y la determinacién del repertorio
completo de genes involucrados en el metabolismo del parasito. Mediante un
analisis in silico, se buscd la maquinaria de procesamiento del extremo 3’ del
preRNAm y posteriormente se evalud la expresion de algunos de esos factores por
ensayos de RT-PCR. Se encontro que los factores involucrados en el procesamiento
del extremo 3’'UTR de los preRNAm de E. histolytica estan bien conservados con
respecto a los factores de mamiferos y levadura, lo que sugiere una gran
conservacion de esta maquinaria a través de la evolucion (Tabla 3). El analisis arrojé

como resultado, una lista de 16 genes que codifican para proteinas putativas que

60



intervienen en el procesamiento del extremo 3’ del preRNAm. Los nombres de los
factores encontrados en E. histolytica son los mismos que sus homologos en otros
organismos, pero se les afade el prefijo Eh. Los factores putativos de corte y
poliadenilacién de E. histolytica, incluyen las cuatros subunidades de EhCPSF (160,
100, 73y 30 kDa), con EhFIP1 y EhPAP, las tres subunidades de EhCstF (77,64 y
50 kDa), las dos subunidades de CFlim (CLP1y PCF11) y la subunidad de 25 kDa
de CFIm asi como factores adicionales, tales como EhMpel, EhPsf2, EhSsu72 y
EhPC4. Se encontr6 que E. histolytica tiene algunas proteinas homadlogas a factores
presentes en levaduras pero no en mamiferos y viceversa, por ejemplo, un
homélogo al factor EhPsf2 de levadura que no se encuentra en mamiferos; por
estos hallazgos han considerado que la maquinaria de procesamiento del extremo
3’ de los preRNAm de E. histolytica estd en una posicién evolutiva intermedia
levadura y mamiferos (Lopez-Camarillo, Orozco y col.; 2005). Los factores de
levadura Ptalp y Hrplp, asi como los factores de mamiferos Simpliquina, CFIm59
y CFIm68 no fueron encontrados. De manera interesante en este parasito se
encontré la presencia de mas de una secuencia que codifica para la proteina
EhPAP. Una canonica con todas las caracteristicas encontradas en otras PAPs de
diferentes organismos y otras seis llamadas no canonicas que tienen homologia con
otros miembros de la familia de PAPs no convencionales de humano. Se ha visto
gue la PAP canénica se expresa en las fases del ciclo celular G1 y S, mientras que
su expresion decae en las fases G2 y M (Lopez-Camarillo, Hernandez de la Cruz y
col.; 2010). EIl estudio estructural del factor EnCFIm 25 demostré que pierde su
capacidad hidrolitica, pero que presenta regiones que pueden servir de unién al
RNA y a EhPAP. Se encontr6 un gen que codifica para la proteina PC4 de
mamiferos o Subl de levadura (EhPC4/Subl). PC4 se ha considerado como un anti-
terminador de la transcripcion, al interactuar con CstF64 impidiendo su union al
elemento cis rio abajo del sitio de poliadenilacion. El gen Ehpc4 se encuentra sobre-
expresado en trofozoitos virulentos de la clona A pero no se detecta en trofozoitos
nos virulentos de la clona L6, sugiriendo un papel potencial en la virulencia del

microorganismo (Lépez-Camarillo, Hernandez de la Cruz y col.; 2010).
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Tabla 3.- Homologia entre las maquinarias de procesamiento del extremo

3'UTR de los preRNAmM de Homo sapiens, Arabidopsis thaliana, Saccharomyces

cerevisiae y Entamoeba histolytica.

'omplejo CPSF )*
-PF
Subunidad H. sapiens A. thaliana S. cerevisae E. histolytica
160 CPSF160 AtCPSF160 Cftlp/Yhhlp EhCPSF160
100 CPSF100 AtCPSF100 Cft2p/Ydhlp EhCPSF100
73 CPSFT73 AtCPSF73-I Brr5p/Yshlp EhCPSF73
AtCPSF73-11
30 CPSF30 AtCPSF30 Ythlp EhCPSF30
Fipl hFipl AtFipS3 AtFIPS5 Fiplp EhFIP1
Mpelp Rbbp6/PACT - Mpelp EhMpelp
FY WDR33 AtFY Pfs2p
SYM5 AtSYM5
PCSF4 ---- AtPCSF4
Swd2p Swd2p
Ref2p == == Ref2p

Cormplejo CstF (CF-1 )*

Subunidad H. sapiens A. thaliana S. cerevisae E. Histolytica
77 CstF-77 AtCstF-77 Rnaldp EhCstF-77
64 CstF-64 AtCstF-64 Rnal5p EhCstF-64
50 CstF-50 EhCstF-50
Complejo CFI
Subunidad H. sapiens A. thaliana S. cerevisae E. Histolytica
25 CFIm 25 EhCFI 25
59 CFIm 59
68 CFIm 68

Complejo CFIIm (CF-1A)*

Subunidad H. sapiens A. thaliana S. cerevisae E. Histolytica
Pcfllp hPcf11 AtCLPS3 Pcfllp EhPcfl11
Clp1 hClpt - Clplp EhClIpl
SYM5 AtSYM5

Proteinas que no forman complejos
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Proteina H. sapiens A. thaliana S. cerevisae E.

Histolytica
PAP PAP AtPAP Paplp EhPAP
PABP PABP - e
PC4 PC4 EhPC4
Simplekina Simplekina - Ptalp* -
Hrplp S S Hrplp
Ssu72p Ssu72p EhSsu72p
Glc7p PNAS-120 Glc7p
PP1
Ref2p Ref2p

* Nombre del complejo de mamifero y entre paréntesis el complejo correspondiente en levadura.
Basado en (Mandel, Bai y col.; 2008; Lopez-Camarillo, Hernandez de la Cruz y col.; 2010;
Millevoi y Vagner 2010).

2.7 PROCESAMIENTO DEL EXTREMO 3’UTR DE LOS RNAm DE

Trichomonas vaginalis.

Un andlisis in silico de secuencias de cDNA de T. vaginalis, ha descrito los
elementos de secuencia para el procesamiento del extremo 3’'UTR del pre-RNAmM
(Fig. 6) destacando diferencias como la ausencia del elemento rio arriba y que PAS
esta incluido en el codon de paro UAA de las secuencias, es decir, la sefial de
poliadenilacion se constituye con la secuencia UAAA que incluye dicho codon
(Espinosa, Hernandez y col.; 2002). Esto fue demostrado mediante ensayos con un
gen reportero, haciendo andlisis mutacionales de la secuencia UAAA introducida en
el gen y se comprobd que esta secuencia tiene exactamente la misma funcion que
tiene el exanucleétido que sirve de PAS en los metazoarios, ya que al mover de
posicion esta secuencia, también cambio el sitio de poliadenilacién. Los datos
reportados sugieren que si bien esta sefial dirige el proceso de corte y
poliadenilacién, no es por si sola suficiente y sugiere la presencia de al menos dos
elementos auxiliares ricos en U que pueden aumentar la especificidad del proceso.
Ademas el punto de corte en lugar de ser un dinucledtido CA presenta una
secuencia YA(0-3) AAUU (Y=pirimidina y el nimero de poliadeninas antes del corte

varia hasta 3) (Fuentes, Barrera y col.; 2012).
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. JUSTIFICACION

Hasta el momento no se ha descrito la maquinaria de procesamiento del
extremo 3'UTR de los RNAmM de Trichomonas vaginalis, la cual, estrictamente
coordinada, es importante para la expresiéon de los RNAm. Por lo que resulta

importante e interesante dilucidar esta maquinaria.

IV. HIPOTESIS

Trichomonas vaginalis posee una maquinaria de procesamiento del extremo

3’'UTR de sus RNAmM conservada evolutivamente en eucariontes.

V. OBJETIVOS

5. 1. OBJETIVO GENERAL:

Identificar la maquinaria del complejo de procesamiento del 3’UTR de los

RNAm de Trichomonas vaginalis.

5. 2. OBJETIVOS PARTICULARES:

1. ldentificar in silico, mediante gendmica comparativa, las posibles proteinas
que conforman la maquinaria de procesamiento del extremo 3’'UTR de los
RNAmM de T. vaginalis.

2. Determinar la expresion de los RNAm de algunos de los genes que codifican
para las proteinas involucradas en el procesamiento del 3’'UTR de los RNAm
de T. vaginalis.

3. Inmunodetectar la presencia de al menos una de estas proteinas en T.
vaginalis mediante anticuerpos heterologos.

VI. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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Trichomonas
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RT-PCR J protelnas

VIl. MATERIAL Y METODOS.
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7.1 ANALISIS IN SILICO

Las maquinarias de procesamiento del extremo 3'UTR de los RNAm de las
especies Homo sapiens, Saccharomyces cerevisae, Arabidopsis thaliana y
Entamoeba histolytica fueron elegidas debido a que son organismos eucariontes
cuyas maquinarias han sido ampliamente estudiadas y al estar en diferentes reinos
taxondémicos, existe mayor diversidad de proteinas en numero y funcién para
comparar. Los nimeros de acceso de cada proteina de estas maquinarias se
obtuvieron de las referencias Mandel y col. 2008; Lopez-Camarillo y col. 2010; y
Millevoi y Vagner 2010. Con estos numeros de acceso se obtuvieron las secuencias
de aminoacidos de cada una de ellas en las bases de datos NCBI

(http://www.ncbi.nim.nih.gov/), UniProt de EXPASYy (http://expasy.org/), y Amoeba

DB (http://amoebadb.org/amoeba/), (Anexo2). Posteriormente, cada secuencia de

aminoacidos fue alineada en la base de datos de secuencias curadas de Tricho DB
(http://trichdb.org/trichdb/) y se obtuvieron las secuencias con un valor de E mas

optimo (< 0.001) (El valor de e se refiere a la menor probabilidad de que otra
secuencia se parezca a esta), con mayor porcentaje de identidad (%l) y porcentaje
de similitud (%S).

Se realiz6 modelaje de algunas proteinas seleccionadas con el programa Phyre

2 (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cqgi?id=index) y se buscaron los

dominios correspondientes con el programa Pfam (http://pfam.sanger.ac.uk/).

7.2 CULTIVO DE T.vaginalis

El cultivo de parasitos se hizo a partir del aislado, HGMNO1 que corresponde a
un paciente masculino diagnosticado por cultivo (proporcionado por la Dra. Rossana
Arroyo). Fue sembrado en medio TYM (Extracto de maltosa-tripticasa de levadura),
al cual, se le adiciona 10% de suero de caballo que previamente es inactivado por
calor durante 30 min a 56°C. El cultivo se mantiene a 37°C en cajas de 25cm?. Se

realizan pases diarios considerando su tiempo de replicacion de cada 4 hrs en
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promedio. El aislado HGMNOL1 es trabajado con una semana de pases. En estas
condiciones la viabilidad de los paréasitos evaluada por la metodologia de Azul de

Tripano es >98%.

7.3 CONDICION DE CULTIVO EN zZn#

Doce horas antes de realizar el ensayo, se prepararon en dos cajas de cultivo de
25cm? con 27mL de medio TYM y se agregaron 1.72mL de ZnCl2 para obtener un
medio de cultivo con una concentracion de 1.6mM de Zn?*. Como control, se utilizé
una caja de 25cm? con medio TYM sin ZnClz. Al dia siguiente se sembraron 1x10°
millones de parasitos para las cajas control y 2x108 de parésitos para las cajas que
contienen medio con Zn?*. Se dejaron crecer durante 24 hrs para posteriormente

ser cosechados. Estas condiciones se utilizaron en todos los experimentos.

7. 4 EXTRACCION DE DNA

Un total de 20 x 10° parasitos fueron contados y centrifugados a 1800 rpm/ 5 min/
4°C; posteriormente se agreg6 30001 de buffer de lisis (Tris-HCI 10mM pH 8.0, SDS
0.2%, NaCl 100mM, EDTA mM) y 300 0Ol de fenol, se agitd por inversion y se

centrifug6 a 13,000rpm/ 5 min/ 4°C. La fase acuosa se transfirid a un tubo nuevo de
1.5 ml, inmediatamente después se adicion6 fenol, se mezclé suavemente, se
centrifugd 13,000 rpm/ 5 min/ 4°C, y el sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo
de 1.5 ml. Luego, se agregé fenol-cloroformo, se centrifugé a 13,000 rpom/ 5 min/
4°C y la fase acuosa se transfirié a un tubo nuevo para ser precipitada con etanol
absoluto (2/2 volumen) y acetato de sodio 3M (/10 del volumen). Seguido, se incub6
a -20°C por 2 hrs y se centrifug6é a 13,000rpm / 15 min/ 4°C. Posteriormente, se
decantd el sobrenadante y se lavé la pastilla con etanol frio al 70% se centrifug6 a
13,000rpm/ 15 min/ 4°C, se decanté el sobrenadante y dejé secar la pastilla para
finalmente resuspenderla en libre de nucleasas. Finalizada la extraccion, se

cuantifico por espectrofotometria a 260nm y se corrié en un gel de garosa al 1%
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tefiido con Red Gel 1X y se visualiz6 el gel en un fotodocumentador Universal Hood
I de BIO-RAD para verificar su calidad e integridad.

7.5 EXTRACCION DE RNA.

Para extraer RNA, se usaron 20x10° parasitos y se centrifugaron a 1800
rpm/5min/4°C, posteriormente, se agregé 1 mL de TRIzol frio, se mezclé por
inversion e incubo a temperatura ambiente (TA) durante 10 min, posteriormente 30
min a 4°C. Después se agregaron 200 pl de cloroformo y se mezclé fuertemente a
TA, se centrifugd a 10,000 rpm/ 15 min/4°C, se recuperé la fase acuosa a la cual se
le afadi6 5000L de isopropanol, se mezcl6 e incub6 15 min a TA para
posteriormente, centrifugar a 10,000 rpm/ 15 min/ 4°C. Se decant0 el sobrenadante
y lavo la pastilla dos veces con etanol al 75% en agua DEPC, en cada lavado, los
tubos se centrifugaron a 10,000 rpm/ 15 min/ 4°C. Una vez finalizados los lavados,
se decant6 el sobrenadante y se dej6é secar la pastilla a TA, y se resuspendié en
agua DEPC. La cuantificacion se realiz6 por espectrofotometria 260 nm y se corrié
en un gel de agarosa al 1% preparado con TBE 1X, usando como buffer de
electroforesis TBE al 0.5%, posteriormente fue tefiido con Red para verificar la

calidad e integridad del RNA en fotodocumentador Universal Il BIO-RAD.

7.8 DISENO DE OLIGOS

En vista de poder realizar en otro tiempo una PCR multiplex en el equipo
GenExpression Beckman Coulther, los oligonucleétidos se ajustaron a las
especificaciones para el protocolo del mismo, es decir, con un tamafio de amplicon
entre 100 y 400 pb; que su Tm estuviera cercana a los 52°C; que no formaran
homodimeros ni heteroduplex, tanto con su par como con los otros oligos disefiados.
Lo anterior se logré con diferentes herramientas informéticas que se encuentran

en la pagina http://mybio.wikia.com/wiki/Primer_design_tools.
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Finalmente se les agreg6é un adaptador universal al extremo 5 de los Forward
(5’AGGTGACACTATAGAATA-3') y de los Reverse (5-GTACGACTCACTATAGGG

A-3’). Una vez disefiados, cada iniciador fue posteriormente sometido a otro blastn
en la misma base de datos, para cerciorarse de que fuera especifico. Solicitamos

su sintesis a Integrated DNA Technologies (IDT).

7.7 RT-PCR

Una vez extraido el RNA total de las condiciones de cultivo en ausencia y

presencia de Zn?*, se traté con DNAasa PromegaVR 1U/Og de RNA durante 2 hrs.
Se cuantificd el RNA tratado y para 10g de RNA total se adicion6 1 OL de oligo DT
y agua DEPC cbp 120L y se incub6 15 min a 70°C. Después se colocé 5 min en
hielo y se le agregaron 40L de buffer para RT 5X, 20L de dNTPs y 20L de DTT.

Esta mezcla se incub6é 2 min a 42°C, inmediatamente se agregé 10L de

retrotranscriptasa reversa (Superscrip I, Invitrogen) y se incubé 90 min a 42°C.
Luego se puso 10 min a 70°C para inactivar la enzima RT y finalmente se cuantifico

por espectrofotometria.

Como control de carga se estandarizd (O-tubulina) y posteriormente se realizaron

las PCRs correspondientes al cDNA de cada condicién en estudio (con y sin Zn?*),
con el kit Kappa Biosystem. Siguiendo las indicaciones del proveedor, el volumen

final de la reacion fue de 12 0OL, con los siguientes componentes: 60L de 2X KAPA
Tag ReadyMix + dyeDNA Polymerase (KAPA BYOSISTEMS); 0.40L de iniciador
Forward, 0.40L de iniciador Reverse, ambos a una concentracion de 10mM/0OL; 10g

de cDNA y agua inyectable cbp 120L.
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Programa usado para PCR:

Desnaturalizacion inicial: 95°C 2min
Desnaturalizacion: 95°C 30s
Alineamiento 52°C 30s35 ciclos
Extensién 72°C 1min
Extension final 72°C 2min

Los productos de PCR se corrieron en un gel de agarosa al 3%, tefiido con Red
Gel y con un marcador de 100 pb. Los geles se analizaron por densitometria con el

programa Quantity One.

7.8 EXTRACCION DE PROTEINAS TOTALES DE T. vaginalis.

A partir de una pastilla de 20 x 10° parasitos, los cuales se centrifugaron a 1800
rom/5 min/4°C, se le hizo dos lavados resuspendiendo en 1 ml de PBS-1X vy
volviendo a centrifugar a 1800 rpm/ 5 min/ 4°C y tirando el sobrenadante. Después

del dltimo lavado, se decanto el sobrenadante y secamos perfectamente la pastilla,
posteriormente se resuspendid la pastilla en 9000L de PBS-1x y se agregaron
1000L de acido tricloroacético (TCA) para que quedara a una concentracion de 10%

y luego se incubd 16 hrs a 4°C. Al término del tiempo de incubacién, se realizaron

dos lavados méas con PBS 1X, secando las paredes del tubo y la pastilla final se
resuspendié en 4000L de buffer de carga 1X. Una vez obtenida la muestra, se
corrieron 10 0Ol en geles de poliacrilamida al 16% en 1 dimension para ver la

integridad de la muestra mediante tincién con Azul de Coomassie, los extractos

fueron guardados a -70°C hasta su uso.
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7.9 ELECTROFORESIS EN DOBLE DIMENSION

1x108 parasitos se utilizaron para este ensayo, fueron centrifugados y lavados
con PBS pH 7.0. Posteriormente, se lisaron en buffer de hidratacion (7 M urea, 4%
CHAPS, 70 mM DTT, 2% IPG buffer pH 4-7, trace bromophenol blue) y se
agregaron inhibidores de proteasas. Se cuantificé por Bradford y se hidraté de
manera pasiva por 16h. Al término de ese tiempo, se realizd el isoelectroenfoque
(IEF), con la siguiente programacion: Método de 4 pasos: 1) 500 V por 1 hr; 2) 1000V
por 1 hr; 3) 6000V por 2:50hrs; 4) hasta 20,000 V/hr. Posteriormente se equilibraron
las tiras con DTT (10mg/ml) 15 min en agitacion y posteriormente IAA (10 mg/ml)
durante 15 min y se cargé la tira en un gel de poliacrilamida al 12% para correr la

electroforesis en segunda dimensién. Los geles se tifieron con Sypro Ruby.

7.10 WESTERN BLOT

Se prepararon geles en espejo de extractos de proteinas en 1D y en 2D de
parasitos crecidos bajo las condiciones de ausencia y presencia de Zn?*, uno de los
geles en 1D fue tefiido con Azul de Coomassie y uno de los geles en 2D con Sypro
Ruby; los geles espejo se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se
bloquearon con leche al 5% O.N.. Al dia siguiente se lavaron 3 veces con PBS1X
durante 15 min cada lavado, se incubd con el anticuerpo primario policlonal
heter6logo de E. histolytica anti-PC4 (donado por el Dr. César Lépez Camarillo) a
una dilucion 1:500 durante toda la noche y al dia siguiente se lavé con PBS-Tween
0.1% incub6 con el anticuerpo secundario anti-conejo conjugado con HRP a una
dilucion 1:3000 durante/2 hrs, se realizaron 4 lavados con PBSTween al 0.1%,
posteriormente se reveld por quimioluminiscencia. Para el caso de los geles en 2D
se escanearon las imagenes del gel teflido con Sypro Ruby y el WB-2D, con PD

Quest se analizaron los resultados para identificar la mancha candidata.
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VIIl. RESULTADOS

8.1 Deteccion in silico de las posibles proteina que integran la maquinaria

de procesamiento del extremo 3’'UTR de los RNAm de T. vaginalis.

De acuerdo a la busqueda bibliogréafica de los componentes de la maquinaria
de procesamiento del extremo 3’'UTR descritas en otros organismos como Homo
sapiens, Saccharomyces cerevisae, Arabidopsis thaliana y Entamoeba histolytica,
se obtuvieron los nimeros de acceso de las diferentes bases de datos para obtener
la secuencia de aminoacidos de cada elemento de estas maquinarias, una vez
obtenidas las secuencias, estas se utilizaron como modelos para hacer el analisis

comparativo de la posible maquinaria de procesamiento del extremo

3'UTR de los RNAm de Trichomonas vaginalis, mediante BLASTp en la base de
datos Trich DB.

Del andlisis bioinformatico de cada una de las proteinas que participan en la
maquinaria de procesamiento de los diferentes organismos, se encontraron desde
3 hasta 50 posibles candidatos dentro del genoma de Trichomonas vaginalis; los
parametros considerados para obtener a las posibles proteinas que participan en la
madquinaria de procesamiento de los RNAm en T. vaginalis fueron el mayor valor de
e mas optimo (< 0.001), mayor porcentaje de identidad (%l) y porcentaje de similitud
(%S).

De las 19 proteinas de H. sapiens mas estudiadas que s encuentran en la
maquinaria de procesamiento de los RNAm, el BLASTp di6 como resultados 19
secuencias conservadas en el genoma de T. vaginalis. Para el caso de la proteina
CPSF30 en T. vaginalis, se encontraron dos proteinas con valores predictivos muy
semejantes (Tabla 4). Por otra parte, las secuencias de T. vaginalis que
corresponden a las proteinas CFIm59 y 68, tuvieron un valor predictivo > 0.001, y
una identidad de < 30, por lo que ya no fueron consideradas para los siguientes
procesos.
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4.- Tabla Elementos de la maquinaria de corte y poliadenilacién de los RNAmM en

H. sapiens y secuencias relacionadas en T. vaginalis.

No. DE No. de SR en SECUENCIA
SUBUNIDAD ACCESO Tv MAS PARECIDA

Q10570 50 TVAG_077030 27e25 |23 | 42
CPSF160

CPSF100 Q9P2I0 8 TVAG_363680 47660 |32 52
CPSF73 QOUKF6 22 TVAG_437970 8.5e-137 | 40 61
CPSF30 095639 37 TVAG_047060 19e29 |50 66
TVAG_094550 3.9e29 |50 66

FIP1 Q6UN15 3 TVAG_463950 1.9e-06 |42 59
PAP-h QINRJ5 17 TVAG_388620 55e-78 | 38 59
Simplequina Q92797 15 TVAG_494090 0.00036 | 21 40
CstF77 Q12996 21 TVAG_343030 8.9e29 |31 | 49
CstF64 P33240 50 TVAG_021720 1.0e-13 | 45 60
CstF50 Q05048 50 TVAG_374220 23e-19 |28 | 42
CFIm25 043809 5 TVAG_475950 1625 |29 56
CFIm59 Q8N684 22 TVAG_097790 0.0013 | 29 50
CFIm68 Q16630 50 TVAG_258530 0.0018 | 36 58
CLP1 Q92989 9 TVAG_162880 6.2e-15 |23 | 43
PCF11 094913 50 TVAG_100880 8.0e-05 |36 | 47
Rrbp6 Q7Z6E9 50 TVAG_480160 20e24 |20 | 41
PNAS-120 QONP77 50 TVAG_229140 1.6e-25 |32 54
PC4 P53999 8 TVAG_255210 13e07 |43 66
PABP P11940 50 TVAG_385330 1.7e53 |33 53

Subunidad= Nombre de la proteina en la maquinaria del organismo de origen; No. de acceso= clave con la que
se localiza la secuencia en la base de datos Swiss-Prot; No. SR en Tv= Numero de secuencias obtenidas por el
blastp en la base de datos de Trich DB; Secuencia mas parecida= aquella secuencia obtuvo los mejores valores
predictivos en el blastp; 1%=.porcentaje de identidad; %S= porcentaje de similitud

De las 26 proteinas que se encontraron para la maquinaria de S. cerevisiae, se
obtuvieron candidatas para todas las proteinas descritas (Tabla 5), sin embargo,
debido a que los valores predictivos de las proteinas candidatas en T. vaginalis a ser
homologas de Pcfllp, Ref2, Ptal, Ptlp y Siclp; no cumplian con los valores
predictivos antes mencionados, estas cinco secuencias no se tomaron en
consideracion por lo que se eliminaron. Ademas, se encontraron dos secuencias con
valores cercanos para la proteina Glc7p y para la proteina Rnal5p por lo que se

tomaron en cuenta.
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Tabla 5.- Elementos de la maquinaria de corte y poliadenilacion de los

RNAmM en S. cerevisiae y secuencias relacionadas en T. vaginalis.
No. DE No.de SRen SECUENCIA MAS  Valor de

SUBUNIDAD  Acceso TV PARECIDA e % | %
Cftlp/Yhhip Q06632 9 TVAG 077030 | 0.00012 | 21 | 37
Cft2p/Ydnlp Q12102 50 TVAG 363680 | 4.le12 | 25 | 47

Brr5/Yship Q06224 43 TVAG 437970 | 4.8¢96 | 42 | 61
Ythlp Q06102 16 TVAG_ 094550 | 95e-19 | 33 | 56
Papl P29468 17 TVAG 388620 | 1.8e69 | 34 | 56
Fipl P45976 18 TVAG_463950 | 6.4e06 | 56 | 75
RNA15 P25299 50 TVAG 267990 | 1.1e09 | 32 | 65
TVAG 023279 | 2.7e09 | 28 | 62

RNAL4 P25298 50 TVAG 343030 | 1le14 | 23 | 42
Pcfll P39081 50 TVAG_166780 0022 | 29 | 50
Clpl Q08685 15 TVAG 317830 | 20e06 | 25 | 43
Ptalp Q01329 2 TVAG_264230 070 | 30 | 51
Hrplp Q99383 50 TVAG 245890 | 6.1e-15 | 30 | 50
Pfs2p P42841 50 TVAG_ 121040 | 39e45 | 29 | 50
Ssu72p P53538 46 TVAG 229140 | 3.1e29 | 35 | 50
Mpel P35728 19 TVAG 265310 | 2.7e05 | 32 | 53
Subl P54000 13 TVAG 255210 | 3.6e05 | 40 | 56
Ptilp P39927 33 TVAG_245890 00099 | 24 | 48
Swd2p P36104 50 TVAG 016940 | 20e-11 | 24 | 43
Syclp Q08553 5 TVAG_128630 099 | 27 | 51
Glc7p P32593 50 TVAG_ 101240 | 16e96 | 56 | 75
TVAG 379450 | 2.0e96 | 57 | 74

Ref2p P42073 46 TVAG_211330 011 | 28 | 47
Pabl P04147 50 TVAG 385330 | 69e55 | 37 | 56

Subunidad= Nombre de la proteina en la maquinaria del organismo de origen; No. de acceso= clave con la que
se localiza la secuencia en la base de datos Swiss-Prot; No. SR en Tv= Numero de secuencias obtenidas por el
blastp en la base de datos de Trich DB; Secuencia mas parecida= aquella secuencia obtuvo los mejores valores
predictivos en el blastp; 1%=.porcentaje de identidad; %S= porcentaje de similitud

Para la maquinaria de Arabidopsis thaliana, se obtuvieron 15 proteinas que se
han descrito como parte de la maquinaria de procesamiento del extremo 3'UTR de
los RNAmM de este organismo (Tabla 6) y para cada una de ellas se obtuvieron

proteinas relacionadas en T. vaginalis, excepto para la proteina SYM5. Mientras que
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para la proteina de T. vaginalis que corresponde a la proteina PCFS4, los valores

predictivos no fueron los esperados para seguir el andlisis correspondiente.

Tabla 6.- Elementos de la maquinaria de corte y poluadenilacion de los
RNA, en A. thaliana y secuencias relacionadas en T. vaginalis.

No. DE No. de SR en SECUENCIA Valor de

SUBUNIDAD ACCESO TV MAS PARECIDA e
AtCPSF160 QI9FGRO 4 TVAG_077030 1.5e-22 23 39
AtCPSF100 QILKF9 25 TVAG_363680 6.6e-80 33 54
AtCPSF73- Q9C952 22 TVAG_437970 1.4e-127 | 41 60
AtCPSF73-11 K8GUU3 18 TVAG_183200 2.6e-71 29 50
AtCPSF30 AEE31221 3 TVAG_047060 4.0e-13 36 57
AtFipS5 AED96990 50 TVAG_210560 6.7e-16 20 42
AtPAP FAKE92 50 TVAG_107950 5.7e-06 23 42
AtCstF77 Q8GUP1 12 TVAG_343030 1.1e-51 29 50
AtCstF64 Q9MO033 42 TVAG_254160 0.0010 16 30
AtCLPS3 QI9SR06 13 TVAG_162880 6.0e-22 27 47
AtPCFS4 QOWPF2 7 TVAG_388070 0.14 28 46
FY FAK3Y7 50 TVAG_121040 1.4e-63 35 52
PABP5 Q05196 50 TVAG_385330 6.2e-54 36 57

Subunidad= Nombre de la proteina en la maquinaria del organismo de origen; No. de acceso= clave con la que
se localiza la secuencia en la base de datos Swiss-Prot; No. SR en Tv= Numero de secuencias obtenidas por el
blastp en la base de datos de Trich DB; Secuencia mas parecida= aquella secuencia obtuvo los mejores valores
predictivos en el blastp; 1%=.porcentaje de identidad; %S= porcentaje de similitud.

Para E. histolytica se obtuvieron 20 proteinas de la maquinaria de procesamiento
del extremo 3’UTR de los RNAm, todas tuvieron secuencias relacionadas en la base
de datos Trich DB; sin embargo se eliminaron 3 secuencias por su bajo valor

predictivo (Tabla 7).

Un total de 70 secuencias candidatas para las proteinas que participan en la
maquinaria de procesamiento del extremo 3'UTR de T. vaginalis fueron analizadas.
Estas secuencias se procesaron de acuerdo a su valor predictivo; las secuencias
repetidas se eliminaron dejando solo el mas alto valor predictivo; las secuencias con

un valor de e >0.001 y con la misma factorizacion permanecieron en el analisis. Al
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final, se identificaron 31 proteinas que probablemente estén involucradas en el

procesamiento del extremo 3’'UTR de los RNAm de T. vaginalis (Tabla 8).

Tabla 8.- Elementos de la maquinaria de corte y poliadenilacion de los RNAm
en E. histolytica y secuencias relacionadas en T. vaginalis.

No. DE No.de SR SECUENCIA Valor de MAS
SUBUNIDAD PARECIDA e
ACCESO en TV
ERCPSF160 | EHI_106110 50 TVAG 077030 | 2.0e-14 | 24 | 45
ERCPSF100 | EHI_033130 9 TVAG_186280 023 | 27 | 44
EnCPSF73 | EIH_136170 9 TVAG_437970 | 6.5e-91 | 39 | 59
EnCPSF30 | EIH_067580 9 TVAG 047060 | 1.3e-14 | 34 | 47
TVAG_094550 | 5.6e-14 | 30 | 46
EhFIP1 EIH_083400 10 TVAG_463950 | 6.8¢-09 | 41 | 60
EhPAP EIH_012040 47 TVAG_388620 | 3.0e-45 | 28 | 52
EhCstF77 EIH_098370 16 TVAG_ 343030 | 3.1e09 | 31 | 51
EhCstF64 EIH_151990 50 TVAG_ 211580 | 4.3e-07 | 32 | 52
EhCstF50 EIH_152770 50 TVAG_ 493960 | 3.6e-14 | 24 | 42
EnCFIm25 | EIH_077110 29 TVAG_ 495750 | 1.8e-22 | 31 | 56
EhClpl EIH_008100 13 TVAG_162880 | 5.2e-08 | 22 | 40
EhPcfll EIH_045130 15 TVAG_322760 016 | 43| 56
EhPfs2 EIH_170080 50 TVAG 121040 | 2.7e53 | 31 | 49
EhMpel EIH_014000 5 TVAG_450960 0997 | 50 | 61
EhSsu72 EIH_027340 29 TVAG 229140 | 6.5e-20 | 29 | 49
EhPC4/Subl | EIH_192520 25 TVAG 255210 | 3.9e-06 | 40 | 72
EhPABP EHI_198750 50 TVAG 385330 | 1.1e22 | 24 | 45

Subunidad= Nombre de la proteina en la maquinaria del organismo de origen; No. de acceso= clave con la que
se localiza la secuencia en la base de datos Swiss-Prot; No. SR en Tv= Numero de secuencias obtenidas por el
blastp en la base de datos de Trich DB; Secuencia mas parecida= aquella secuencia obtuvo los mejores valores
predictivos en el blastp; 1%=.porcentaje de identidad; %S= porcentaje de similitud.

De las 31 proteinas elegidas, se decidio trabajar con nueve candidatas las cuales
son: TvPSF2p, TvCPSF160, TvFIP1, TvCF1m25, TvPAP1l, TvPC4, TvPABI.
TvCPSF73-1l y TVCPCF73, entre la cuales se encuentra nproteinas con homologia
a proteinas de planta. Con la secuencia de aminoacidos se predijo la estructura
terciaria de cada una de ellas utilizando el programa PHYRE, comparandolas con su
homdloga mas cercana (Fig 8), encontrando una gran similitud entre ellas, esto se
toméd en cuenta para elegir a la proteina candidata para ser inmunodetectada dentro

del proteoma de T. vaginalis.
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Tabla 9. Proteinas detectadas in silico como candidatas a formar parte de la
maquinaria de procesamiento del extremo 3’'UTR de los RNAm de Trichomonas
vaginalis. La tabla muestra el nimero de acceso de la base de datos TrichDB, el
organismo con que se obtuvo la mejor comparacion, %l= % identidad; %S= %
similitud, e= valor de e. A las proteinas candidatas se les coloco el prefijo Tv.

Complejo CPSF
TvCPSF160 TVAG_077030 H. sapiens 23 42 2.7 e-25
TVCPSF100 A. thaliana
v
TVAG_363680 33 54 6.6 e-80
TvCPSF73-I TVAG_437970 H. sapiens 40 61 85e-137
TVCPSE-II A. thaliana
v -
TVAG_183200 29 50 26e-71
TvCPSF-I TVAG_047060 H. sapiens 50 66 1.9e-29
TvCPSF-II TVAG_094550 H. sapiens 50 66 3-9 e-29
TvFIP1 TVAG_463950 H. sapiens 42 59 1.9 e-06
TVvFIPS5 TVAG_210560 A. thaliana 20 42 6.7 e-16
Complejo CstF
TvCstF77 TVAG_343030 A. thaliana 29 50 1l.1e-51
TvCstF64-I1 TVAG_021720 H. sapiens 45 60 1.0e-13
TvCstF64-II TVAG_211580 E. histolytica 32 52 4.3 e-07
TvCstF50-I TVAG_374220 H. sapiens 28 42 2.3e-19
TvCstF50-II TVAG_493960 E. histolytica 24 40 3.6e-14
TvRnal5p-I TVAG_267990 S. cerevisiae 32 65 1.1 e-09
TvRnal5p-II TVAG_023270 S. cerevisiae 28 62 2.7 e-09
Complejo CFI
TvCFI25 TVAG_495750 E.histolytica 31 56 1.8 e-22
Complejo CFlI
TvCLPS3 TVAG_162880 A. thaliana 27 47 6.0 e-22
TvCLP1 TVAG_317830 S. cerevisiae 25 43 2.0 e-06
TvPCF11 TVAG_100880 H. sapiens 36 47 8.0 e-05
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No asociadas a complejos
TvPAP-| TVAG_388620 H. sapiens 38 59 55e-78
TvPAP-II TVAG_107950 A. thaliana 23 42 5.7 e-06
TvPAB1 TVAG_385330 S. cerevisiae 37 56 6.9 e-55
TvPC4 TVAG_255210 H. sapiens 43 66 1.3 e-07
TvSimplequina  TVAG_494090 H. sapiens 21 40 0.00036
A. thaliana
TvFY TVAG_121040 3B 5 14663
TvSsu72 TVAG_229140 S. cerevisiae 35 50 3.1e-29
TvHrpl TVAG_245890 S. cerevisiae 30 50 6.1 e-15
TvMpel TVAG_265310 S. cerevisiae 32 53 2.7 e-05
TvSw2p TVAG_016940 S. cerevisiae 24 43 2.0e-11
TvGlc7p-I TVAG_101240 S. cerevisiae 56 75 1.6 e-96
TvGlIc7p-II TVAG_379450 S. cerevisiae 57 74 2.0 e-96
TvhRrbp6 41 2.0e-24
TVAG_480160 H. sapiens 20

Figura 8: Panel A. Estudio comparativo de las estructuras tridimensionales de
CPSF160, CPSF73, PAP y PC4 de T. vaginalis contra sus homdélogos en H. sapiens.
Las estructuras terciarias se obtuvieron mediante modelacién utilizando el programa
Phyre 2. En cada caso se indica el porcentaje de cobertura que se obtuvo de la
secuencia primaria comparada con el cristal utilizado para generar el modelo. Los
valores de confianza obtenidos para los modelos son superiores al 90%. Panel B.
Estudio comparativo de la estructura tridimensional de PAB1, CFIm25, CPSF73-1l'y

FY de T. vaginalis comparadas con sus homologos.
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A T. vaginalis

H. sapiens

CPSF160

Confianza 100% ~s . Y Confianza 100%
Cobertura 82% . '\\f\, Cobertura 76%
1070 residuos 1090 residuos
Modelo c3ei1A Modelo c3eilA

Confianza 100% Confianza 100%
Cobertura 64% Cobertura 28%

Confianza >90% g Confianza >90%
Cobertura 97% Cobertura 74%
479 residuos

470 residuos
Modelo ¢3¢66B Modelo ¢3c66B

Confianza 99.99% Confianza 100%
Cobertura 67% Cobertura 52%
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T. vaginalis

T. vaqginalis

CFIm25

T. vaginalis

CPSF73-l

Conura 76%

Modelo c2ychA

FY

Confianza >90%
Cobertura 60%

Confianza 69%
Cobertura 90%
Modelo ¢3h2uD

Cohfianzd >90%
Cobeértura 99%

S. cerevisiae

Confianza 80%
Cobertura 80%
Modelo c3h2uD

E. histolytica

£

\

Confianza >90%
Cobertura 73%

A. thaliana

Confianza 100%
Cobertura 30%
Modelo c2ychA

Confianza >90%
Cobertura 51%
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8.2 Expresiéon del RNAm de algunos de los genes que codifican para las

proteinas candidatas de T. vaginalis involucradas en el procesamiento del
3’'UTR de los RNAm.

Para las proteinas TvPSF2p, TVCPSF160, TvFIP1, TvCF1m25, TvPAP1, TvPCA4,
TvPAB1. TVCPSF73-Ily TVCPCF73 de la probable maquinaria de procesamiento del
extremo 3’'UTR de T. vaginalis se obtuvo la secuencia del RNAm que las codifica de
la base de datos Trich DB (http://trichdb.org/trichdb/). A cada secuencia de RNAm,

se le realiz6 un BLASTn en la misma base de datos para obtener aquellas
secuencias de RNAm que tuvieran similitud con los genes blanco, estas secuencias
fueron alineadas con el blanco correspondiente para determinar las zonas menos
conservadas y disefar los iniciadores correspondientes para amplificar los genes
mediante RT-PCR. El ensayo de RTPCR de los genes tvpsf2p, tvcpsfl60, tvfipl,
tveflm25, tvpapl, tvpc4, tvpabl. tvepsf73-1l, tvepcf73, se realizo, obteniendo el RNA
total del aislado HGMNOL1 de T. vaginalis crecidos en presencia y ausencia de Zn?*.
En la Fig. 9 se muestran los amplicones de los genes que codifican para elementos
de la posible maquinaria de procesamiento del 3’'UTR en T. vaginalis; donde se
observan amplicones de 186, 399, 229, 262, 177, 209 y 168 pb que corresponden al
tamafio esperado para los fragmentos de los transcritos de tvpsf2p, tvcpsfl160, tvfipl,
tvpapl, tvpc4, tveflm25 y tvpapb. El gen de O-tubulina (O-tub) se utilizd6 como control
de carga (159 pb). Los resultados muestran que al menos los 9 genes analizados se
expresan en T. vaginalis. De manera interesante los amplicones de 338 y 291 pb,
qgue corresponden a tvcpsf73 y tvcpsf73-11 se observaron en condiciones normales,
sin embargo cuando los parasitos son crecidos en presencia de Zn?* la expresion

de estos genes no se observa.
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Tabla 10.- Caracteristicas de los oligos iniciadores utilizados para la RTPCR.
Se sefiala el nombre propuesto del gen en T. vaginalis, su codigo de acceso en
la base de datos Trich DB, el tipo de oligo, su secuencia, el tamafio del oligo y el
tamafo del amplicon. En rojo se sefiala la secuencia del adaptador universal.

AMP*, el tamafio esperado del amplicon en pb.

GEN ACCESO

TIPO
DE
OLIGO

5’ -AGG TGA

CAC

SECUENCIA DEL OLIGO

TAT

AGA

ATA

CAA

TCG

AGG

Forward
tvepsfl60 | TVAG_077030 J6 399
kbS - 57-GTA CGA CTC ACT ATA GGG ACT CAG TCC GCA AAG AGA T—
Reverse
37 37
57 -AGG TGA CAC TAT AGA ATA GAC GCA ATT GAT CCT GC 37
Forward
tvepsf73 | TVAG_437970 35 1 334
Veps — 57 -GTA CGA CTC ACT ATA GGG ACA GGG TAG CAT GIC ATC T-
Reverse ,
3 37
57-AGG TGA CAC TAT AGA ATA AGC CAA AGG ATG AGA ATC C—
Forward ,
tvfipl | TVAG_ 463950 = 371 529
P -~ 57-GTA CGA CTC ACT ATA GGG AGT TGA ATT AAT GCG CGT
Reverse
GT-3" 38
Foward | 57-AGG TGA CAC TAT AGA ATA CGT ATT CCC TCG ATC GG-3' | .
tveflm25 | TVAG_495750 57 -GTA CGA CTC ACT ATA GGG ATA CCC ATG TCC CAA AGC3’ 209
Reverse 36
57-AGG TGA CAC TAT AGA ATA CCG AAT TGC AGG CTA GTA3’
Forward 36
tvpapl | TVAG 388620 o 57 _GTA CGA CTC ACT ATA GGG ATT ACG ACA CCT ARA CGG 26z
EVeISE | pan G-37 40
57 -AGG TGA CAC TAT AGA ATA GAC ATC CTA CGT CTT TCC
Forward -3 38
tvped | TVAG_255210 57-GTA CGA CTC ACT ATA GGG ATT CCT TTC TTG CCA GGA A- 177
Reverse ,
3 37
57/ _AGG TGA CAC TAT AGA ATA GTT CCA CAT TCC AGC TTC3’
Forward 36
TVAG_12104 1
tvpsf2p G_121040 o 57 _GTA CGA CTC ACT ATA GGG AGC TTC TCA ACG TTG TTG €e
everse TAG=3’ 39
57 -AGG TGA CAC TAT AGA ATA CTT TGT CCA AGT TCG TGG3'
Forward
tvepsf73ll | TVAG._183200 361 501
Veps — o 57 -GTA CGA CTC ACT ATA GGG AAT ATT TCT TGG AGA CCG
everse | pcc-3/ 39
Foward | 5'-AGG TGA CAC TAT AGA ATA CAG TIC AGG AAC CCA GA-3' | ..
tvpbal | TVAG_385330 5/ _-GTA CGA CTC ACT ATA GGG AAA GIG GTT TGA TGT AGA 168
Reverse
CGT -37 39
| 5'-AGG TGA CAC TAT AGA ATA CAT TGA TAA CGA AGC TCC
vl | 1yaG 148300 P | o ace ar-3e 44 1 159
tubulina — - 57_GTA CGA CTC ACT ATA GGG AGC ATG TTG TGC CGG ACA
EVerse | 7aa cca T-37 43
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Figura 9.- Amplicones de los transcritos de los genes candidatos del aislado
HGMNO1 que participan en la maquinaria de procesamiento de T. vaginalis.
RT-PCR a partir de parasitos crecidos en ausencia (carriles 1 y 3) o presencia
(carriles 2 'y 4) de Zn?*. Los transcritos amplificados son tvpsf2p de 186 pb; tvcfim25,
209 pb; tvepsfl60, 399 pb; tvfipl, 229 pb; tvpapl, 262 pb; tvpc4, 177 pb; tvpabp,
168 pb; y B-tub 159 pb. de las condiciones evaluadas. Las flechas indican el tamafio
molecular de los transcritos. Control negativo (RT(-)) de O-tubulina.
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8.3 INMUNODETECCION DE PC4 EN EXTRACTOS DE T. vaginalis.

La proteina TvPC4 se inmunolocalizé utilizando un anticuerpo heterélogo
policlonal de E. histolityca que reconoce a la proteina PC4. Extractos proteicos
totales de T. vaginalis del aislado HGMNO1 se separaron mediante SDS-PAGE en
un gel al 15% y un gel espejo se transfirio a una membrana de nitrocelulosa para

realizar un WB.

De manera interesante, se inmunodetectd una banda de aproximadamente
11 kDa (Fig 10) sugiriendo que T. vaginalis aislado HGMNO1 expresa a la proteina
TvPC4, como control del experimento se utilizé el suero pre-inmune con el cual no
se inmunodetectd ninguna banda, también se utiliz6 la proteina recombinante
EhPC4 de E. histolytica inmunodetectando una banda de aproximadamente 22 kDa
que corresponde al tamafio molecular de la proteina EhPC4 previamente descrita,
esta diferencia en tamafo es debido a que EhPC4 presenta un dominio rico en lisina,

como control se utilizé el suero pre-inmune el cual no detecto alguna banda.

Para obtener una mejor resolucion de la proteina y distinguirla entre otras
proteinas que pudieran tener el mismo peso molecular, se decidi6 realizar un 2DWB,
para lo cual se obtuvo extractos proteicos totales de T. vaginalis del aislado
HGMNO1, los cuales, se separaron mediante una electroforesis de doble dimensién
resolviendo un total de 470 manchas, concordando con previos estudios reportados
por el grupo de investigacion. Un duplicado de este gel fue transferido a una
membrana de nitrocelulosa para realizar un 2D-WB utilizando el anticuerpo a-EhCP4
(1:100) (Fig 11) De manera interesante, dos manchas fueron inmunoreconocidas por
el anticuerpo heterélogo a-PC4 en extractos de parasitos crecidos en ausencia y

presencia de Zn?*.
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Ambos proteomas de los parasitos crecidos en ausencia y presencia de Zn?*
se analizaron mediante el programa PD-Quest, determinamos que las manchas
inmunodetectadas por el anticuerpo heter6logo tienen un pl similar de 5.1, sin
embargo varian en tamafio molecular, la mancha indicada con el niamero 1, tienen
un peso molecular aproximadamente a 12.3 kDa, mientras que la mancha numero 2

es de 11.7 kDa.
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Figura 10.- Inmunodeteccion de la proteina TvPC4 en T. vaginalis HGMNO1 en
1-D.

Western blot de A) Extractos proteicos totales del aislado HGMNO1 separados
mediante SDS-PAGE en un gel al 15% (carriles 2 y 3) usando el anticuerpo antiPC4
heterdlogo de E. histolytica (carril 5) y el suero preinmune (carril 4). La cabeza de
flecha indica la banda con peso molecular de 11 kDa inmunoreconocida por el
anticuerpo anti-PC4. Marcadores de tamafio molecular (carril 1). B) Proteina
recombinante EnPC4 de E. histolytica que se inmunodetectd con el anticuerpo anti-
EhPC4 como control npositivo. Cabeza de flecha que indica la banda
inmunodetectada por el anticuerpo anti-EhPC4 de E. histolytica como control

negativo.

87



4 TvPC4
11 kDa

EhPC4

88




Figura 11.- Inmunoreconocimiento de PC4 en el aislado HGMNO1 de T.
vaginalis en 2-D. PANEL I. A) Extractos proteicos totales en condiciones normales.
B) WB del proteoma de T. vaginalis HGMNO1, utilizando el anticuerpo heterélogo a-
PC4 (1-100). C) y D) Acercamiento de las manchas reconocidas por el anticuerpo.
PANEL I, A) Extractos proteicos totales en condiciones de cultivo con Zn?* B) WB
del proteoma de HGMNO1 con Zn?*, utilizando el anticuerpo heterélogo a-PC4 (1-

100). C) y D) Acercamiento de las manchas reconocidas por el anticuerpo.
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Adicionalmente, para determinar la influencia del Zn?* sobre la expresion de
la proteina TvPC4 en T. vaginalis. Se realizo una electroforesis de doble dimension
de los extractos de parasitos del aislado HGMNO1 crecidos en presencia de Zn?*,
obteniendo un total de 417 manchas, un gel espejo fue transferido a una membrana
de nitrocelulosa para realizar un 2DE-WB (Fig.11 Panel 1I,B) Las figuras 12,11, C yD,
muestran un acercamiento de la region del proteoma y del 2DE-WB,

respectivamente, donde fueron localizados las manchas inmunoreconocidas.

De manera interesante, el anticuerpo heterélogo a-PC4 inmunoreconoci6 dos
manchas de punto isoeléctrico y tamafios moleculares similares a los encontrados
en ausencia del cation, para determinar si existian diferencias en la expresion de la
proteina TvPC4 se realiz6 un analisis densitométrico con el programa Melany Viewer
7, obteniendo como resultado que no existe una diferencia significativa de la proteina

en condiciones analizadas (Fig.12).

Debido al resultado obtenido de dos proteinas inmunodetectadas por el
anticuerpo anti-PC4, con igual punto isoeléctrico y diferente peso molecular
analizamos la presencia de posibles modificaciones postraduccionales. A partir de
la secuencia de aminoacidos, utilizando como herramienta, el programa YinOYan,
del servidor Expasy. El analisis de la secuencia de aminoacidos de TvPC4 nos
muestro la presencia de dos posibles sitios de glicosilacion en el aminoacido 17 (T)
y en el aminoacido 95 (S), de manera interesante, el aminoacido 17 también es

susceptible de ser fosforilado (Fig 13).
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Figura 12.-. Analisis por Melanie de la expresion de TvPC4 de T. vaginalis en
presenciay ausencia de Zn?*,
Mancha 1 y 2 del aislado HGMNO1. En ambos casos analizados mediante el

programa Melanie Viewer version 7.0.

5.4 4 £

A - +
HGMNO1
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Figura 13.- Prediccion de modificaciones postraduccionales de TvPC4 de

T.

vaginalis. Estructura primaria de TvPC4 analizada mediante el programa

YingOYang en donde se muestra los posibles sitios de glicosilacion de TvPC4 en los

residuos T17 y S95. Las lineas verticales verdes indican todos los posibles sitios de

O-glicosilacion. La linea azul horizontal indica el punto de corte de confianza y

punto rojo indica los puntos susceptibles de fosforilacion.

el
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IX. DISCUSION

El complejo CPSF en humanos, responsable del reconocimiento de PAS, esta
compuesto por varias subunidades, de manera interesante, analizando el genoma
de T. vaginalis determinamos posibles homdlogos a estas subunidades.
Adicionalmente identificamos, en este parasito de transmision sexual, mas de una
secuencia homologa para CPSF30, asimismo reportamos que T. vaginalis presenta
dos proteinas distintas con la misma funcién, que son hFipl y AtFipS5 y una
secuencia homologa reportada en Arabidopsis thaliana denominada CPSF73lIl, la
cual tiene una alta homologia con la proteina de mamiferos y su funcion es vital para
la planta, en especial durante el control de la floracién (Hunt 2008), por este motivo,
el hecho de identificar a un homologo de esta proteina en T. vaginalis nos llevo a
especular la posibilidad de que T. vaginalis posea dos proteinas alternativas para la

misma funcion.

Sin embargo, esta no fue la Unica proteina propia de plantas que identificamos
mediante andlisis in silico, cabe mencionar que las proteinas CPSF73-ll y TY, cuyos
homologos estan presentes en el genoma de T. vaginalis, son consideradas
proteinas muy especificas de plantas (Millevoi y Vagner 2010). Previamente se ha
reportado que T. vaginalis posee algunos genes que son caracteristicos de plantas,
tal es el caso de los genes que codifican para las proteinas TVLEGU-1y TVLEGU-1

(Lebn-Félix, Ortega-Lépez y col.; 2004) una proteinasa tipo legumaina.

Por lo anterior, nos pareci6 interesante estudiar la expresion de estos peculiares
genes; no obstante no se detectd6 RNAm para tvcpsf73-1l bajo las condiciones aqui
descritas. Aunque amplificando a tvcpsf73-11 utilizando DNA genémico como molde,
se logro obtener el amplicon de tamafio esperado. Adicionalmente, realizamos en
analisis de secuencias de expresion (ESTs) para tvcpsf73-1l en la base de datos
TrichDB, sin embargo, no encontramos reportes para tvcpsf73 6 para tvcpsf73-Il.

Cabe mencionar que los ESTs almacenados en la base de datos consultada
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corresponden a parasitos provenientes de cultivos sincronizados, en estadio
pseudoquiste, en su forma ameboide o en la fase G1/S del ciclo celular, lo cual nos
indicaria que los RNAmM de tvcpsf73 6 para tvcpsf73-11 no se expresan bajo las
condiciones reportadas en la base de datos TrichDB. Los datos obtenidos en el
laboratorio sugieren que estos RNAmM pudieran expresarse en alguna otra condicion

no evaluada en este estudio.

Como previamente mencionamos, el complejo CstF esta conformado por varias
subunidades. De manera particular la subunidad 77 identificada en el genoma de T.
vaginalis, posee mayor homologia con la subunidad correspondiente de A. thaliana,
Por otro lado identificamos en el paréasito, dos secuencias homologas para la
subunidad 64 y dos para la subunidad 50, dichas secuencias muestran homologia

con distintas especies,

Ademés, T. vaginalis posee dos secuencias homélogas a Rnapl5 de
Saccharomyces cerevisiae, que es homologa a la subunidad 64 en mamiferos y que
participa en el reconocimiento de los elementos auxiliares rio abajo y ricos en A en
mamiferos y en levadura, respectivamente (Mandel, Bai y col.; 2008; Millevoi y
Vagner 2010). Nuestros hallazgos sugieren que el parasito posee proteinas
alternativas para conformar los complejos involucrados en la maquinaria de
procesamiento del RNAm, ya sea que sean proteinas alternativas que se expresan
bajo algun estimulo particular o bien de proteinas que reconozcan diferentes
elementos auxiliares ain no descritos. Cabe sefalar que dentro de los elementos
auxiliares descritos para T. vaginalis sélo se ha reconocido el elemento auxiliar rio
abajo pero se ha sugerido la existencia de al menos otros dos elementos que ayuden
a llevar el proceso de corte y poliadenilacién en forma eficiente y especifica (Fuentes,
Barrera y col.; 2012), por lo cual, la identificacion de proteinas de union a elementos
auxiliares puede hablarnos de un mecanismo de control o de regulacidén que activaria
a tvcstf77 y tvestf64 bajo ciertas condiciones y a tvrnapl4 y tvrnapl5 en otra

circunstancia.
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El complejo llamado Factor de Corte | de mamiferos, consta de 3 subunidades
en el ser humano (Mandel, Bai y col.; 2008), sin embargo en el genoma de T.
vaginalis unicamente identificamos a la subunidad 25. De manera interesante, en el
parasito protozoario Entamoeba histolytica también se identificé a esta subunidad
(L6pez-Camarillo, Orozco y col.; 2005), la cual comparte una alta homologia con la
identificada para trichomonas Esto nos puede indicar que esta proteina tiene una
funcion semejante en ambos parasitos y que no puede ser la misma que lleva a cabo
en los mamiferos, pues en estos ultimos, su funcion es reconocer el elemento auxiliar

rio arriba para estimular el corte del RNA recién sintetizado.

Actualmente no se ha descrito ningun elemento rio arriba en protozoarios, por lo
gue sugerimos que la funcion de CFI25 en los protozoarios podria ser Unicamente la
de unir PAP con la maquinaria de corte y poliadenilacion, sin embargo, faltaria

evidencia experimental que soporte esta teoria.

En levadura el Factor de Corte | se subdivide en un pequefio complejo llamado
IA que esta formado por Rnapl4, Rnapl5, Clpl y Pcfll; que reconoce elementos
de respuesta rio arriba del punto de corte y el factor llamado FCIB compuesto por
una sola subunidad llamada Hrplp, que reconoce un elemento rio arriba muy lejano
al punto de corte. Esta ultima subunidad tiene una homologa en T. vaginalis(Millevoi
y Vagner 2010). Cabe mencionar que Rnapl4 y Rnal5 que son homoélogos de CstF
77 y 64 respectivamente tienen una funcion similar que es reconocer elementos

auxiliares pero en diferente posicion.

El Factor de Corte Il en humanos fue descrito después de que sus dos
subunidades fueran descritas en S. cerevisae, ambas proteinas tienen secuencias
similares en T. vaginalis; PCF11 cuya secuencia tiene mas similitud con la del
humano y Clplp que tiene dos secuencias, una se asemeja mas con la descrita en
levadura y otra a su homodloga CLPS3 de A. thaliana. Estas proteinas tienen la
funcién de unir a los factores de corte con el complejo CPSF y son necesarias para
la terminacién adecuada del extremo 3’'UTR de los RNAm.
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Existen proteinas que no estan involucradas en la formacion de un complejo, pero
que tienen una funcién importante dentro de la maquinaria de procesamiento del
extremo 3’'UTR de los RNAm de T. vaginalis. Un ejemplo de ello es la proteina PAP,
T vaginalis presenta dos secuencias correspondientes para esta proteina, la de
mayor valor predictivo es la que muestra mayor similitud con la de humano, mientras
gue otra secuencia muestra mas semejanza a la de A. thaliana. En este sentido en
E. histolytica se ha reportado la presencia de una proteina PAP canoénica y de seis
no-canonicas (Lopez-Camarillo, Hernandez de la Cruz y col.; 2010) por lo cual no
resulté extrafio la identificacion de dos proteinas PAP en el parasito causante de la

tricomonosis.

La simplequina es una proteina que sirve de andamiaje para el ensamble de toda
la maquinaria, tiene su homoéloga en S. cerevisiae denominada Ptaly en A. thaliana
conocida como SYM5 (Mandel, Bai y col.; 2008). La simplequina identificada en T.

vaginalis tiene mas semejanza con la de humano.

Posteriormente, seleccionamos a un grupo de genes que probablemente
codifiquen para elementos trans de la maquinaria de procesamiento del extremo
3'UTR de T. vaginalis y se determind la expresion del transcrito. De acuerdo a los
antecedentes reportados para E. histolytica, PC4 una proteina involucrada en la
maquinaria de procesamiento en este protozoario, presenta una expresion
diferencial; adicionalmente diferentes condiciones de cultivo de T. vaginalis
modifican la expresion de varias proteinas (Santi-Rocca, Weber y col.; 2008;
Vazquez-Carrillo, Granados y col.; 2011). Por lo anterior, evaluamos la expresion de
los transcritos seleccionados utilizando diferentes aislados, ademas de determinar
el efecto del Zn?* sobre la expresion de dichos RNAm. Nueve genes fueron
analizados: tvcpsf73, tvepsf73-Il, tvpsf2p, tvcflm25, tvepsfl60, tvfipl, tvpcd, tvpapl y
tvpabp. De manera interesante, a nivel de RNAmM estos genes no presentan

diferencias significativas en su expresion.
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Adicionalmente, la proteina homologa a PC4 en T. vaginalis tiene mas parecido
con la de humano, cuya funcion es evitar la interaccion de CstF64 con el elemento
rio abajo, inhibiendo el corte del RNA. De manera interesante, PC4 presenta una
expresion diferencial en aislados de E. histolytica provenientes de un absceso
hepatico en comparacién con otros aislados no patdogenos (Santi-Rocca, Weber y
col.; 2008). Por este motivo se decidié determinar si existe diferencia en la expresion
de PC4, tanto a nivel de RNAm y proteina, en el aislado HGMNO1 proveniente de
cultivos en presencia o ausencia de Zn?*. En este caso, no encontramos diferencias
aun en presencia de Zn?* ni en RNA ni a nivel de proteina por lo que este elemento

de la maquinaria parece ser un elemento de expresion basal en T. vaginalis.

X. CONCLUSIONES

+ El andlisis in silico predice la presencia de 31 elementos proteicos para la
maquinaria de corte y poliadenilacién en Trichomonas vaginalis.

* En el genoma de Trichomonas vaginalis se encuentran presentes los ORF
que codifican para proteinas involucradas en la maquinaria de procesamiento
de poliadenilacibn de RNAmM como tvpsf2p, tvcpsfl60, tvepsf73, tvepsf 73-I1,
tvfipl, tvcfl25, tvpapl, tvpc4 y tvpabp.

* Los transcritos de tvpsf2p, tvcpsfl60, tvfipl, tvpapl, tvpcd y tvpabp cuyos
productos proteicos posiblemente se encuentren relacionados con la
magquinaria de procesamiento de poliadenilaciéon del RNAm, son expresados
en T. vaginalis bajo las condiciones de cultivo evaluadas.

* Los transcritos de tvcpsf73 y tvepsf73-1l no son detectados bajo en presencia
de Zn?*,

* La proteina TvPC4 se encuentra presente en los aislado HGMNO1 de T.
vaginalis. De manera interesante, TvCP4 fue inmunolocalizada en los
proteomas de ambas condiciones, encontrando dos isoformas de esta
proteina de masa molecular diferente (11.7 kDa y 12.3 kDa) pero similar pl
(5.1).
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* La diferencia de tamafio molecular posiblemente se atribuya a que TvPC4

puede presentar glicosilaciones en los residuos T17 y S95.

Teniendo como base los resultados obtenidos podemos proponer el siguiente
modelo de la maquinaria de procesamiento del extremo 3'UTR de los RNAm de T.
vaginalis en el que participan el complejo CPSF, conformado por las subunidades
30, 100, 160, 73 y 73-ll, la proteina Fipl que se mantiene en contacto con la sefial
de poliadenilacién; complejo CstF de 77, 64 y 50 kDa, la subunidad 64 en contacto
con el elemento corriente abajo y la subunidad 77 interaccionando con CPSF;
complejo CFI formado por un heterodimero mas frecuente (25/68), interaccionando
con el elemento corriente arriba; las proteinas sin complejo, PAP1, PAPB,
simplequina y CP4 esta ultima en su posicion entre CstF64 y el elemento corriente
abajo. Las proteinas Rrp6, SSu72p, Sw2p, Hrpl, Mpel interaccionan con CPSF y
PAPB. En negro RNA recién sintetizado con los elementos de secuencia (Fig 14).

Figura 14.- Modelo de la maquinaria de procesamiento del extremo 3’UTR de
los RNAm de T. vaginalis. En rojo se observan los elementos cis, teniendo en
cuenta que existen al menos dos elementos extras que adn no estan descritos. En
gris oscuro se muestran los elementos proteicos cuyo RNAm se ha detectado en
este parasito. En gris claro tenemos a TVCPSF73-Il que no presenta trasncrito por
lo cual se puede eliminar. Y en blanco se observan el resto de los elementos que
faltan por estudiar.
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XIl. APENDICE.

Acrilamida al 30% bisacrilamida al 0.8%
Acrilamida 29.29

Bisacrilamida 0.8¢g

Disolver en 40ml de agua destilada. Una vez disuelto aforar hasta 100ml.
Filtrar a travez de papel filtro “Whatman” No.1

Almacenar a 4°C hasta un mes, previamente protegido de la luz.

Tris-HCI/SDS 4x, pH8.8 (1.5M Tris-Cl,0.4%SDS)
Trizma-base (Sigma) 9.08g
SDS (Sigma) 0.2g

Disolver en 20 ml de agua destilada y ajustar a pH 8.8 con HCI

Aforar a un volumen final de 50 ml con agua destilada. Filtrar la solucion almacenar
a 4°C.

Tris-HCI/SDS 4x, pH6.8 (1.5M Tris-Cl,0.4%SDS)
Trizma-base (Sigma) 3.025g
SDS (Sigma) 0.2g

Disolver en 20 ml de agua destilada y ajustar a pH 6.8 con HCI

Aforar a un volumen final de 50 ml con agua destilada. Filtrar la solucion almacenar
a 4°C.

Persulfato de amonio al 10% (Bio-Rad)

10 mg (0.01 g) en un ml de agua destilada.

TEMED (Bio-Rad)
0.01 ml (10ul)
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SDS-amortiquador 2X

Trizma — base 1.52¢g

SDS 29

Disolver en 50 ml de agua destilada y ajustar el pH a 6.8. Posteriormente adicionar:
Glicerol 20 ml

Agua destilada (aforar a 100 ml)

Amortiquador de muestra 1X (BM 1X)

SDS amortiguador 2X 500pl
O-mercaptoetanol 5% 50ul

Azul de bromofenol 50ul
(stock 10 mg/ml)

Agua destilada 400l
Amortiquador de electroforesis 5X (stock)
Glicina (Sigma) 729
Trizma-base (Sigma) 15.19g

SDS (Sigma) 5.0g Aforar

con agua destilada a 1litro.

Amortiquador de electroforesis 1X

Amortiguador de electroforesis 5X 100 ml
Agua destilada 400ml

Solucion Colorante de proteinas (Azul brillante de Coomassie) 0.05%

Metanol 500 ml
Acido acético glacial 100 ml
Agua destilada 400 ml
Azul de Coomassie 0.5¢g

Disolver toda la noche. Filtrar con papel “Whatman” No.1. Almacenar a temperatura
ambiente.
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Solucion decolorante de geles de poliacrilamida

Metanol 165 ml
Acido acético glacial 50 ml Agua
destilada 785 ml

Almacenar a temperatura ambiente.

Preparacion de Gelatina al 9%

0.0324 g en 10 ml de agua destilada incubar a 37°C para solubilizar.

Gel separador

Poliacrilamida /Bispoliacrilamida al 30% 4.50 ml
4XTris-Cl/SDS pH 8.8 3.75 ml
Gelatina al 9% o Agua destilada 6.75 ml
Persulfato de amonio al 10% 0.05 ml
TEMED 0.01 mi
Gel concentrador

Poliacrilamida /Bispoliacrilamida al 30% 0.65 ml
4XTris-Cl/SDS pH 6.8 1.25 ml
Agua destilada 3.05 ml
Persulfato de amonio al 10% 0.025 ml
TEMED 0.005 ml
Buffer de activacion de proteasas pH 4.5 3M
Acetato de sodio 13.61¢g
DTT 0.154¢g
Acido acético 20 ml
Agua destilada 980 ml

Se disuelve en 500 ml de acetato de sodio, DTT posteriormente se adiciona el acido
acético y se ajusta el pH y se afora a 1litro.

Tritén 2.5%
Tritébn X-100 25 ml
Agua destilada 1000 ml
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TDSET

Tris-HCI pH 7.8 1M 1ml
DOC 10% 2 ml
SDS 0.5 ml
EDTA pH 8.0 2.0 ml
Triton X-100 1.0 ml

Se mezclan los components en 50 ml y se afora a 100 ml.
PBS-EDTA 0.2%

PBS 1X pH 7.0 500 ml
EDTA 1g

Se disuelve el EDTA y se esteriliza por autoclave 121°C/20min

Solucion Amortiguadora de Rehidratacion

Urea 7M, CHAPS (3-[(3-colamidopropil)dimetilamonio]-1-propanosulfonato) 4% wiv,
DTT 70mM, azul de bromofenol al 0.001%, anfolinas (Bio-Lyte pH 3-10, BioRad)
0.1%.

Rehidratar el CHAPS, la urea y el azul de bromofenol con la muestra de proteina,
agregar el DTT y H20d cbp el volumen final deseado de la mezcla. Para tiras
gradiente inmobilizado de pH (IPG) de 7cm, mezclar 120uL de la solucion
amortiguadora de rehidratacion con las anfolinas. Las tiras IPG se rehidratan de 10
a 16h a temperatura ambiente.

Solucion Amortiguadora de Equilibrio

Urea 6M, Glicerol 30% v/v, Tris pH8.8 50mM, SDS 2% w/v, Azul de bromofenol
0.002%. Las tiras IPG se equilibran 15min en solucién amortiguadora de equilibrio
con DTT (15 mg/mL) y posteriormente con IAA (37.5mg/mL).

Solucion de agarosa para sellar

Agarosa 0.5%w/v, Buffer de corrida 5X 10mL, Azul de bromofenol 0.002%w/v, H20d
40mL. Fundir la agarosa en el H20d y almacenar a 4°C.
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Tincion con plata

Solucién Tiempo
1. Fijacion EtOH 40%, CH3COOH 5% 4h o toda la noche
2. Lavado EtOH 5% 2x20min
3. Pre-| H20d 3x5min
tratamiento Naz2S203-5H20 0.2¢g/L 2min
4. Lavado H20d 3x20s
5. Impregnacion | AQNOs 2g/L, formaldehido 37% 0.4 mL/L 25min
6. Lavado H20d 2x20s
7. Revelado NaCOs  30g/L, Naz2S203-5H20 4dmg/L,| 10min o segun la
aparicion de los
formaldehido 37% 0.4mL/L puntos
8. Lavado H20d 2x2min
9. Paro CH3COOH 10% 10min

Las soluciones de pre-tratamiento, impregnacion y revelado deben prepararse al

instante. No es recomendable rehusar mas de tres veces las soluciones de fijacion

y paro. Los geles pueden almacenarse en la solucién de paro a 4°C hasta por una

semana. Antes de secar los geles entre dos hojas de papel celofan, se recomienda

hacer un lavado con solucién de glicerol al 10% durante 10min.
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ANEXO 2

Secuencias de proteinas de Homo sapiens
CPSF160

>gi|23503048|sp|Q10570.2|CPSF1_HUMAN RecName: Full=Cleavage and

polyadenylation specificity factor subunit 1; AltName: Full=Cleavage and

polyadenylation specificity factor 160 kDa subunit; Short=CPSF 160 kDa
subunit
MYAVYKQAHPPTGLEFSMYCNFENNSERNLVVAGTSQLYVYRLNRDAEALTKNDRSTEGKAHREKLELAA
SEFSFFGNVMSMASVQLAGAKRDALLLSFKDAKLSVVEYDPGTHDLKTLSLHYFEEPELRDGEFVQONVHTPR
VRVDPDGRCAAMLVYGTRLVVLPFRRESLAEEHEGLVGEGQRSSFLPSYIIDVRALDEKLLNIIDLQFLH
GYYEPTLLILFEPNQTWPGRVAVRODTCSIVAISLNITQKVHPVIWSLTSLPFDCTQALAVPKPIGGVVV
FAVNSLLYLNQSVPPYGVALNSLTTGTTAFPLRTQEGVRITLDCAQATFISYDKMVISLKGGEIYVLTLTI
TDGMRSVRAFHEFDKAAASVLTTSMVTMEPGYLFLGSRLGNSLLLKYTEKLQEPPASAVREAADKEEPPSK
KKRVDATAGWSAAGKSVPQDEVDEIEVYGSEAQSGTQLATYSFEVCDSILNIGPCANAAVGEPAFLSEEF
ONSPEPDLEIVVCSGHGKNGALSVLOQKSIRPOQVVTTFELPGCYDMWTVIAPVRKEEEDNPKGEGTEQEPS
TTPEADDDGRRHGFLILSREDSTMILQTGQEIMELDTSGFATQGPTVFAGNIGDNRYIVQVSPLGIRLLE
GVNQLHFIPVDLGAPIVQCAVADPYVVIMSAEGHVTMFLLKSDSYGGRHHRLALHKPPLHHQSKVITLCL
YRDLSGMFTTESRLGGARDELGGRSGPEAEGLGSETSPTVDDEEEMLYGDSGSLFSPSKEEARRSSQPPA
DRDPAPFRAEPTHWCLLVRENGTMEIYQLPDWRLVFLVKNFPVGQRVLVDSSFGQPTTQGEARREEATRQ
GELPLVKEVLLVALGSRQSRPYLLVHVDQELLIYEAFPHDSQLGOGNLKVRFKKVPHNINFREKKPKPSK
KKAEGGGAEEGAGARGRVARFRYFEDIYGYSGVFICGPSPHWLLVTGRGALRLHPMATIDGPVDSFAPEFHN
VNCPRGFLYFNRQGELRISVLPAYLSYDAPWPVRKIPLRCTAHYVAYHVESKVYAVATSTNTPCARIPRM
TGEEKEFETIERDERYIHPQQEAFSIQLISPVSWEAIPNARIELQEWEHVTCMKTVSLRSEETVSGLKGY
VAAGTCLMQGEEVTCRGRILIMDVIEVVPEPGOPLTKNKFKVLYEKEQKGPVTALCHCNGHLVSAIGQKTI
FLWSLRASELTGMAFIDTQLYTIHQMISVKNFILAADVMKSISLLRYQEESKTLSLVSRDAKPLEVYSVDF
MVDNAQLGFLVSDRDRNLMVYMYLPEAKESFGGMRLLRRADFHVGAHVNTFWRTPCRGATEGLSKKSVVW
ENKHITWFATLDGGIGLLLPMQEKTYRRLLMLONALTTMLPHHAGLNPRAFRMLHVDRRTLONAVRNVLD
GELLNRYLYLSTMERSELAKKIGTTPDIILDDLLETDRVTAHF

CPSF100
>gi|51338827|sp|Q9P2I0.2|CPSF2 HUMAN RecName: Full=Cleavage and

polyadenylation specificity factor subunit 2; AltName: Full=Cleavage and

polyadenylation specificity factor 100 kDa subunit; Short=CPSF 100 kDa
subunit
MTSTIKLTTLSGVQEESALCYLLQVDEFRFLLDCGWDEHEFSMDIIDSLRKHVHQIDAVLLSHPDPLHLGA
LPYAVGKLGLNCAIYATIPVYKMGOMFMYDLYQSRHNTEDFTLEFTLDDVDAAFDKIQQLKFSQIVNLKGK
GHGLSITPLPAGHMIGGTIWKIVKDGEEEIVYAVDENHKRETHLNGCSLEMLSRPSLLITDSENATYVQP
RRKQRDEQLLTNVLETLRGDGNVLIAVDTAGRVLELAQLLDQIWRTKDAGLGVYSLALLNNVSYNVVEFS
KSQVEWMSDKLMRCFEDKRNNPFQFRHLSLCHGLSDLARVPSPKVVLASQPDLECGFSRDLEIQWCQDPK
NSIILTYRTTPGTLARFLIDNPSEKITETIELRKRVKLEGKELEEYLEKEKLKKEAAKKLEQSKEADIDSS
DESDIEEDIDQPSAHKTKHDLMMKGEGSRKGSFFKQAKKSYPMFPAPEERIKWDEYGETIIKPEDFLVPEL
QATEEEKSKLESGLTNGDEPMDODLSDVPTKCISTTESIETIKARVTYIDYEGRSDGDSIKKIINQMKPRQ
LTITVHGPPEASQDLAECCRAFGGKDIKVYMPKLHETVDATSETHIYQVRLKDSLVSSLQFCKAKDAELAW
IDGVLDMRVSKVDTGVILEEGELKDDGEDSEMQVEAPSDSSVIAQQKAMKSLFGDDEKETGEESEIIPTL
EPLPPHEVPGHQSVFMNEPRLSDFKQVLLREGIQAEFVGGVLVCNNQVAVRRTETGRIGLEGCLCQDFYR
IRDLLYEQYATV
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CPSF73

>gi|18203503|sp|Q9UKF6.1|CPSF3 HUMAN RecName: Full=Cleavage and
polyadenylation specificity factor subunit 3; AltName: Full=Cleavage and
polyadenylation specificity factor 73 kDa subunit; Short=CPSF 73 kDa
subunit; AltName: Full=mRNA 3'-end-processing endonuclease CPSF-73
MSAIPAEESDQLLIRPLGAGQEVGRSCIILEFKGRKIMLDCGIHPGLEGMDALPYIDLIDPAEIDLLLIS
HFHLDHCGALPWEFLOKTSFKGRTFMTHATKATIYRWLLSDYVKVSNISADDMLYTETDLEESMDKIETINE
HEVKEVAGIKFWCYHAGHVLGAAMFMIETIAGVKLLYTGDFSRQEDRHLMAAEIPNIKPDILIIESTYGTH
ITHEKREEREARFCNTVHDIVNRGGRGLIPVFALGRAQELLLILDEYWONHPELHDIPIYYASSLAKKCMA
VYQTYVNAMNDKIRKQININNPEVEFKHISNLKSMDHEDDIGPSVVMASPGMMOSGLSRELFESWCTDKRN
GVIIAGYCVEGTLAKHIMSEPEEITTMSGOKLPLKMSVDYISFSAHTDYQQTSEFIRALKPPHVILVHGE
ONEMARLKAALIREYEDNDEVHIEVHNPRNTEAVTLNFRGEKLAKVMGFLADKKPEQGORVSGILVKRNFE
NYHILSPCDLSNYTDLAMSTVKQTQAIPYTGPENLLCYQLOKLTGDVEELEIQEKPALKVFKNITVIQEP
GMVVLEWLANPSNDMYADTVTTVILEVQSNPKIRKGAVOQKVSKKLEMHVYSKRLEIMLODIFGEDCVSVK
DDSILSVTVDGKTANLNLETRTVECEEGSEDDESLREMVELAAQRLYEALTPVH

CPSF30

>gi|37999487|sp|095639.1|CPSF4 HUMAN RecName: Full=Cleavage and
polyadenylation specificity factor subunit 4; AltName: Full=Cleavage and
polyadenylation specificity factor 30 kDa subunit; Short=CPSF 30 kDa
subunit; AltName: Full=NSl effector domain-binding protein 1; Short=Neb-
1; AltName: Full=No arches homolog
MOEITASVDHIKFDLEIAVEQQLGAQPLPFPGMDKSGAAVCEFFLKAACGKGGMCPFRHISGEKTVVCKH
WLRGLCKKGDOQCEFLHEYDMTKMPECYFYSKFGECSNKECPFLHIDPESKIKDCPWYDRGEFCKHGPLCRH
RHTRRVICVNYLVGFCPEGPSCKFMHPRFELPMGTTEQPPLPQQTQPPAKQSNNPPLORSSSLIQLTSON
SSPNQORTPQVIGVMQSONSSAGNRGPRPLEQVTCYKCGEKGHYANRCTKGHLAFLSGQ

FIP1

>gi|74749365|sp|Q6UN15.1|FIP1 HUMAN RecName: Full=Pre-mRNA 3'-
endprocessing factor FIPl; Short=hFipl; AltName: Full=FIPl-like 1 protein;
AltName: Full=Factor interacting with PAP; AltName: Full=Rearranged in
hypereosinophilia
MSAGEVERLVSELSGGTGGDEEEEWLYGGPWDVHVHSDLAKDLDENEVERPEEENASANPPSGIEDETAE
NGVPKPKVTETEDDSDSDSDDDEDDVHVTIGDIKTGAPQYGSYGTAPVNLNIKTGGRVYGTTGTKVKGVD
LDAPGSINGVPLLEVDLDSFEDKPWRKPGADLSDYENYGENEDTWKAYCEKQKRIRMGLEVIPVTSTTNK
ITAEDCTMEVTPGAEIQDGRENLEFKVQQGRTGNSEKETALPSTKAEFTSPPSLEFKTGLPPSRNSTSSQSQ
TSTASRKANSSVGKWODRYGRAESPDLRRLPGAIDVIGQTITISRVEGRRRANENSNIQVLSERSATEVD
NNFSKPPPFFPPGAPPTHLPPPPFLPPPPTVSTAPPLIPPPGFPPPPGAPPPSLIPTIESGHSSGYDSRS
ARAFPYGNVAFPHLPGSAPSWPSLVDTSKQWDYYARREKDRDRERDRDRERDRDRDRERERTRERERERD
HSPTPSVENSDEERYRYREYAERGYERHRASREKEERHRERRHREKEETRHKSSRSNSRRRHESEEGDSH
RRHKHKKSKRSKEGKEAGSEPAPEQESTEATPAE
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PAP-b

>gi|18203318|sp|Q9NRJI5.1|PAPOB HUMAN RecName: Full=Poly(A) polymerase
beta; Short=PAP-beta; AltName: Full=Polynucleotide adenylyltransferase
beta; AltName: Full=Testis-specific poly(A) polymerase
MPFPVTTQGPPQPAPPPNRYGVSSPISLAVPKETDCLLTQRLIETLRPFGVFEEEEELQRRILVLEKLNN
LVKEWIREISESKSLPQSVIENVGGKIFTFGSYRLGVHTKGADIDALCVAPSHVDRSDFFTSFYAKLKLQ
EEVKDLRAVEEAFVPVIKLCFDGIEIDILFARLALQTIPEDLDLRDDSLLKNLDIRCIRSLNGCRVTDET
LHLVPNIDNFRLTLRAIKLWAKCHNIYSNILGFLGGVSWAMLVARTCQLYPNAVASTLVRKFFLVEFSEWE
WPNPVLLKEPEERNLNLPVWDPRVNPSDRYHLMPITITPAYPQONSTYNVSISTRMVMIEEFKQGLAITHE
ILLSKAEWSKLFEAPSFFQKYKHYIVLLASASTEKQHLEWVGLVESKIRILVGSLEKNEFITLAHVNPQS
FPAPKENPDMEEFRTMWVIGLGLKKPDNSEILSIDLTYDIQSFTDTVYRQAVNSKMFEMGMKITAMHLRR
KELHQLLPHHVLODKKAHSTEGRRLTDLNDSSFDLSAGCENSMSVPSSTSTMKTGPLISSSQGRNSPALA
VMTASVANIQATEFSLOQVNTNESSGVALNESIPHAVSQPAISPSPKAMVARVVSSTCLISHPDLQETQQ
QTYLIL

Simplequina

>gi|71153180|sp|Q92797.2|SYMPK HUMAN RecName: Full=Symplekin
MASGSGDSVTRRSVASQFFTQEEGPGIDGMTTSERVVDLLNQAALTITNDSKITVLKQVQELIINKDPTLL
DNFLDEITAFQADKSIEVRKEFVIGFIEEACKRDIELLLKLIANLNMLLRDENVNVVKKAILTMTQLYKVA
LOWMVKSRVISELQEACWDMVSAMAGDIILLLDSDNDGIRTHAIKFVEGLIVTLSPRMADSEIPRRQEHD
ISLDRIPRDHPYIQYNVLWEEGKAALEQLLKFMVHPAISSINLTTALGSLANIARQRPMFMSEVIQAYET
LHANLPPTLAKSQVSSVRKNLKLHLLSVLKHPASLEFQAQITTLLVDLGTPQAEIARNMPSSKDTRKRPR
DDSDSTLKKMKLEPNLGEDDEDKDLEPGPSGTSKASAQISGQSDTDITAEFLOQPLLTPDNVANLVLISMV
YLPEAMPASFQAIYTPVESAGTEAQIKHLARLMATOMTAAGLGPGVEQTKQCKEEPKEEKVVKTESVLIK
RRLSAQGQAISVVGSLSSMSPLEEEAPQAKRRPEPIIPVTQPRLAGAGGRKKIFRLSDVLKPLTDAQVEA
MKLGAVKRILRAEKAVACSGAAQVRIKILASLVTQFNSGLKAEVLSFILEDVRARLDLAFAWLYQEYNAY
LAAGASGSLDKYEDCLIRLLSGLQEKPDQKDGIFTKVVLEAPLITESALEVVRKYCEDESRTYLGMSTLR
DLIFKRPSRQFQYLHVLLDLSSHEKDKVRSQALLFIKRMYEKEQLREYVEKFALNYLQLLVHPNPPSVLFE
GADKDTEVAAPWTEETVKQCLYLYLALLPONHKLIHELAAVYTEATIADIKRTVLRVIEQPIRGMGMNSPE
LLLLVENCPKGAETLVTRCLHSLTDKVPPSPELVKRVRDLYHKRLPDVRFLIPVLNGLEKKEVIQALPKL
IKLNPIVVKEVENRLLGTQHGEGNSALSPLNPGELLTALHNIDSVKCDMKSIIKATNLCFAERNVYTSEV
LAVVMQQLMEQSPLPMLLMRTVIQSLTMYPRLGGEVMNILSRLIMKQVWKYPKVWEGFIKCCQRTKPQSF
QVILQLPPQOLGAVFDKCPELREPLLAHVRSFTPHQQAHIPNSIMTILEASGKQEPEAKEAPAGPLEEDD
LEPLTLAPAPAPRPPODLIGLRLAQEKALKRQLEEEQKLKPGGVGAPSSSSPSPSPSARPGPPPSEEAMD
FREEGPECETPGIFISMDDDSGLTEAALLDSSLEGPLPKETAAGGLTLKEERSPQTLAPVGEDAMKTPSP
AAEDAREPEAKGNS

CstF77

>gi]711532311splQ12996.1|CSTF3 HUMAN RecName: Full=Cleavage stimulation
factor subunit 3; AltName: Full=CF-1 77 kDa subunit; AltName:
Full=Cleavage stimulation factor 77 kDa subunit; Short=CSTF 77 kDa
subunit; Short=CstF-77
MSGDGATEQAAEYVPEKVKKAEKKLEENPYDLDAWSILIREAQNQPIDKARKTYERLVAQFPSSGREFWKL
YIEAEIKAKNYDKVEKLFQRCLMKVLHIDLWKCYLSYVRETKGKLPSYKEKMAQAYDFALDKIGMEIMSY
QIWVDYINFLKGVEAVGSYAENQRITAVRRVYQRGCVNPMINIEQLWRDYNKYEEGINIHLAKKMIEDRS
RDYMNARRVAKEYETVMKGLDRNAPSVPPONTPQEAQQVDMWKKY IQWEKSNPLRTEDQTLITKRVMFAY
EQCLLVLGHHPDIWYEAAQYLEQSSKLLAEKGDMNNAKLFSDEAANTIYERAISTLLKKNMLLYFAYADYE
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ESRMKYEKVHSIYNRLLATEDIDPTLVYIQYMKFARRAEGIKSGRMIFKKAREDTRTRHHVYVTAALMEY
YCSKDKSVAFKIFELGLKKYGDIPEYVLAYIDYLSHLNEDNNTRVLFERVLTSGSLPPEKSGEIWARFLA
FESNIGDLASILKVEKRRFTAFKEEYEGKETALLVDRYKFMDLYPCSASELKALGYKDVSRAKLAAITIPD
PVVAPSIVPVLKDEVDRKPEYPKPDTQOMIPFQPRHLAPPGLHPVPGGVEPVPPAAVVLMKLLPPPICFEFQ
GPFVQVDELMEIFRRCKIPNTVEEAVRIITGGAPELAVEGNGPVESNAVLTKAVKRPNEDSDEDEEKGAV
VPPVHDIYRARQQKRIR

CstF64

>gi|461847|sp|P33240.1|CSTF2 HUMAN RecName: Full=Cleavage stimulation
factor subunit 2; AltName: Full=CF-1 64 kDa subunit; AltName:
Full=Cleavage stimulation factor 64 kDa subunit; Short=CSTF 64 kDa
subunit; Short=CstF-64
MAGLTVRDPAVDRSLRSVFVGNIPYEATEEQLKDIFSEVGPVVSFRLVYDRETGKPKGYGEFCEYQDQETA
LSAMRNLNGREFSGRALRVDNAASEKNKEELKSLGTGAPVIESPYGETISPEDAPESISKAVASLPPEQM
FELMKQMKLCVONSPQEARNMLLONPQLAYALLQAQVVMRIVDPETIALKILHRQTNIPTLIAGNPQPVHG
AGPGSGSNVSMNQONPQAPQAQSLGGMHVNGAPPLMQASMOQGGVPAPGOMPAAVTGPGPGSLAPGGGMQA
QVGMPGSGPVSMERGQVPMODPRAAMQRGSLPANVPTPRGLLGDAPNDPRGGTLLSVTGEVEPRGYLGPP
HQGPPMHHVPGHESRGPPPHELRGGPLPEPRPLMAEPRGPMLDQRGPPLDGRGGRDPRGIDARGMEARAM
EARGLDARGLEARAMEARAMEARAMEARAMEARAMEVRGMEARGMDTRGPVPGPRGPIPSGMQGPSPINM
GAVVPQGSRQVPVMQOGTGMQGASIQGGSQPGGFSPGONQVTPODHEKAALTIMQVLQLTADQIAMLPPEQR
QSILILKEQIQKSTGAP

CstF50

>gi|461848|sp|Q05048.1|CSTF1_HUMAN RecName: Full=Cleavage stimulation
factor subunit 1; AltName: Full=CF-1 50 kDa subunit; AltName:
Full=Cleavage stimulation factor 50 kDa subunit; Short=CSTF 50 kDa
subunit; Short=CstF-50
MYRTKVGLKDRQQLYKLIISQLLYDGYISIANGLINEIKPQSVCAPSEQLLHLIKLGMENDDTAVQYAIG
RSDTVAPGTGIDLEFDADVQTMSPEASEYETCYVTSHKGPCRVATYSRDGQLIATGSADASIKILDTERM
LAKSAMPIEVMMNETAQONMENHPVIRTLYDHVDEVTCLAFHPTEQILASGSRDYTLKLFDYSKPSAKRA
FKYIQEAEMLRSISFHPSGDFILVGTQHPTLRLYDINTFQCFVSCNPQDQHTDAICSVNYNSSANMYVTG
SKDGCIKLWDGVSNRCITTFEKAHDGAEVCSAIFSKNSKYILSSGKDSVAKLWEISTGRTLVRYTGAGLS
GRQVHRTQAVFNHTEDYVLLPDERTISLCCWDSRTAERRNLLSLGHNNIVRCIVHSPTNPGFMTCSDDFR
ARFWYRRSTTD

CFIm25

>gi| 74735411 |sp|043809.1|CPSF5 HUMAN RecName: Full=Cleavage and
polyadenylation specificity factor subunit 5; AltName: Full=Cleavage and
polyadenylation specificity factor 25 kDa subunit; Short=CFIm25;
Short=CPSF 25 kDa subunit; AltName: Full=Nucleoside diphosphate-linked
moiety X motif 21; Short=Nudix motif 21; AltName: Full=Pre-mRNA cleavage
factor Im 25 kDa subunit
MSVVPPNRSQTGWPRGVTQFGNKYIQQOTKPLTLERTINLYPLTNYTFGTKEPLYEKDSSVAARFQRMREE
FDKIGMRRTVEGVLIVHEHRLPHVLLLOQLGTTFFKLPGGELNPGEDEVEGLKRLMTE ILGRQDGVLQDWV
IDDCIGNWWRPNFEPPQYPYIPAHITKPKEHKKLFLVQLOQEKALFAVPKNYKLVAAPLFELYDNAPGYGP
ITISSLPQLLSRENFIYN
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CFIm59

>gi| 74759932 |sp|Q8N684.1|CPSF7 HUMAN RecName: Full=Cleavage and

polyadenylation specificity factor subunit 7; AltName: Full=Cleavage and

polyadenylation specificity factor 59 kDa subunit; Short=CFIm59;
Short=CPSF 59 kDa subunit; AltName: Full=Pre-mRNA cleavage factor Im 59
kDa subunit
MSEGVDLIDIYADEEFNQDPEFNNTDQIDLYDDVLTATSQPSDDRSSSTEPPPPVRQEPSPKPNNKTPAT
LYTYSGLRNRRAAVYVGSESWWTTDOQQLIQVIRSIGVYDVVELKFAENRANGQSKGYAEVVVASENSVHK
LLELLPGKVLNGEKVDVRPATRONLSQFEAQARKRECVRVPRGGIPPRAHSRDSSDSADGRATPSENLVP
SSARVDKPPSVLPYFNRPPSALPLMGLPPPPIPPPPPLSSSFGVPPPPPGIHYQHLMPPPPRLPPHLAVP
PPGAIPPALHLNPAFFPPPNATVGPPPDTYMKASAPYNHHGSRDSGPPPSTVSEAEFEDIMKRNRATISSS
ATSKAVSGASAGDYSDAIETLLTATIAVIKQSRVANDERCRVLISSLKDCLHGIEAKSYSVGASGSSSRKR
HRSRERSPSRSRESSRRHRDLLHNEDRHDDYFQERNREHERHRDRERDRHH

CFIm68

>gi|88909266|sp|Q1l6630.2|CPSF6_HUMAN RecName: Full=Cleavage and

polyadenylation specificity factor subunit 6; AltName: Full=Cleavage and

polyadenylation specificity factor 68 kDa subunit; Short=CFIm68;
Short=CPSF 68 kDa subunit; AltName: Full=Pre-mRNA cleavage factor Im 68
kDa subunit; AltName: Full=Protein HPBRII-4/7
MADGVDHIDIYADVGEEFNQEAEYGGHDQIDLYDDVISPSANNGDAPEDRDYMDTLPPTVGDDVGKGAAP
NVVYTYTGKRIALYIGNLTWWTTDEDLTEAVHSLGVNDILETIKFFENRANGQSKGFALVGVGSEASSKKL
MDLLPKRELHGONPVVTPCNKQFLSQFEMQSRKTTQSGOMSGEGKAGPPGGSSRAAFPQGGRGRGREPGA
VPGGDRFPGPAGPGGPPPPFPAGQOTPPRPPLGPPGPPGPPGPPPPGQVLPPPLAGPPNRGDRPPPPVLEP
GOPFGOQPPLGPLPPGPPPPVPGYGPPPGPPPPOQOGPPPPPGPFPPRPPGPLGPPLTLAPPPHLPGPPPGA
PPPAPHVNPAFFPPPTNSGMPTSDSRGPPPTDPYGRPPPYDRGDYGPPGREMDTARTPLSEAEFEEIMNR
NRATISSSAISRAVSDASAGDYGSAIETLVTAISLIKQSKVSADDRCKVLISSLODCLHGIESKSYGSGSR
RERSRERDHSRSREKSRRHKSRSRDRHDDYYRERSRERERHRDRDRDRDRERDREREYRHR

CLP1

>gi|13431366|sp|Q92989.1|CLP1 HUMAN RecName: Full=Polyribonucleotide

5'hydroxyl-kinase Clpl; AltName: Full=Polynucleotide kinase Clpl; AltName:

Full=Pre-mRNA cleavage complex II protein Clpl
MGEEANDDKKPTTKFELERETELRFEVEASQSVQLELLTGMAEIFGTELTRNKKEFTFDAGAKVAVETWHG
CSVQLSGRTEVAYVSKDTPMLLYLNTHTALEQMRROAEKEEERGPRVMVVGPTDVGKSTVCRLLLNYAVR
LGRRPTYVELDVGQGSVSIPGTMGALYIERPADVEEGEFSIQAPLVYHFGSTTPGTNIKLYNKITSRLADV
FNQRCEVNRRASVSGCVINTCGWVKGSGYQALVHAASAFEVDVVVVLDOQERLYNELKRDLPHFVRTVLLP
KSGGVVERSKDFRRECRDERIREYFYGFRGCEFYPHAFNVKESDVKIYKVGAPTIPDSCLPLGMSQEDNQL
KLVPVTPGRDMVHHLLSVSTAEGTEENLSETSVAGEFIVVTSVDLEHQVFTVLSPAPRPLPKNFLLIMDIR
FMDLK
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PCF11

>gi|160370000|sp|094913.3|PCF11 HUMAN RecName: Full=Pre-mRNA cleavage
complex 2 protein Pcfll; AltName: Full=Pre-mRNA cleavage complex IT
protein Pcfll
MSEQTPAEAGAAGAREDACRDYQSSLEDLTENSKPHINMLTILAEENLPFAKEIVSLIEAQTAKAPSSEK
LPVMYLMDSIVKNVGREYLTAFTKNLVATFICVFEKVDENTRKSLFKLRSTWDEIFPLKKLYALDVRVNS
LDPAWPIKPLPPNVNTSSIHVNPKFLNKSPEEPSTPGTVVSSPSISTPPIVPDIQKNLTQEQLTRQQLLA
KOKQLLELQOKKLELELEQAKAQLAVSLSVQQETSNLGPGSAPSKLHVSQIPPMAVKAPHQVPVQSEKSR
PGPSLQIQDLKGTNRDPRLNRISQHSHGKDQSHRKEFLMNTLNQSDTKTSKTIPSEKLNSSKQEKSKSGE
KITKKELDQLDSKSKSKSKSPSPLKNKLSHTKDLKNQESESMRLSDMNKRDPRLKKHLOQDKTDGKDDDVK
EKRKTAEKKDKDEHMKSSEHRLAGSRNKIINGIVQKQODTITEESEKQGTKPGRSSTRKRSRSRSPKSRSP
ITHSPKRRDRRSPKRRQRSMSPTSTPKAGKIRQSGAKQSHMEEFTPPSREDRNAKRSTKQDIRDPRRMKK
TEEERPQETTNQHSTKSGTEPKENVENWQSSKSAKRWKSGWEENKSLOQVDEHSKPPHLRHRESWSSTKG
ILSPRAPKQQOHRLSVDANLQIPKELTLASKRELLOQKTSERLASGEITQDDFLVVVHQIRQLFQYQEGVR
EEQRSPFNDRFPLKRPRYEDSDKPFVDSPASRFAGLDTNQRLTALAEDRPLFDGPSRPSVARDGPTKMIF
EGPNKLSPRIDGPPTPASLRFDGSPGOMGGGGPLRFEGPQGQLGGGCPLRFEGPPGPVGTPLRFEGPIGQ
AGGGGFRFEGSPGLRFEGSPGGLRFEGPGGQPVGGLRFEGHRGQPVGGLRFEGPHGQPVGGLREDNPRGQ
PVGGLRFEGGHGPSGAAIRFDGPHGQPGGGIRFEGPLLQQGVGMRFEGPHGQSVAGLRFEGQHNQLGGNL
RFEGPHGQPGVGIRFEGPLVQQGGGMRFEGPSVPGGGLRIEGPLGQGGPRFEGCHALRFDGQPGQPSLLP
REFDGLHGQPGPRFERTPGQPGPQRFDGPPGQQVQPRFDGVPQRFDGPQHQQOASRFDIPLGLQGTREFDNHP
SQRLESVSENQTGPYNDPPGNAFNAPSQGLOQFOQRHEQIFDSPOGPNENGPHGPGNQSFSNPLNRASGHYF
DEKNLQSSQFGNFGNIPAPMTVGNIQASQQVLSGVAQPVAFGQGQQFLPVHPONPGEVONPSGALPKAYP
DNHLSQVDVNELFSKLLKTGILKLSQTDSATTQVSEVTAQPPPEEEEDONEDQDVPDLTNFTVEELKQRY
DSVINRLYTGIQCYSCGMREFTTSQTDVYADHLDWHYRONRTEKDVSRKVTHRRWYYSLTDWIEFEEIADL
EERAKSQFFEKVHEEVVLKTQEAAKEKEFQSVPAGPAGAVESCEICQEQFEQYWDEEEEEWHLKNATIRVD
GKIYHPSCYEDYQNTSSEDCTPSPSKTPVENPLNIMLNIVKNELQEPCDSPKVKEERIDTPPACTEESIA
TPSEIKTENDTVESV

Rbbp6

>gi|74762440|sp|Q726E9.1|RBBP6_HUMAN RecName: Full=E3 ubiquitin-protein
ligase RBBP6; AltName: Full=Proliferation potential-related protein;
AltName: Full=Protein P2P-R; AltName: Full=Retinoblastoma-binding Q
protein 1; Short=RBQ-1; AltName: Full=Retinoblastoma-binding protein 6;
AltName: Full=p53-associated cellular protein of testis
MSCVHYKFSSKLNYDTVTFDGLHISLCDLKKQIMGREKLKAADCDLQITNAQTKEEYTDDNALIPKNSSV
IVRRIPIGGVKSTSKTYVISRTEPAMATTKAIDDSSASISLAQLTKTANLAEANASEEDKIKAMMSQSGH
EYDPINYMKKPLGPPPPSYTCFRCGKPGHYIKNCPTNGDKNFESGPRIKKSTGIPRSFMMEVKDPNMKGA
MLTNTGKYAIPTIDAEAYAIGKKEKPPFLPEEPSSSSEEDDPIPDELLCLICKDIMTDAVVIPCCGNSYC
DECIRTALLESDEHTCPTCHQONDVSPDALTANKFLRQAVNNFKNETGYTKRLRKQLPPPPPPIPPPRPLI
QORNLQPLMRSPISRQODPLMIPVTSSSTHPAPSISSLTSNQSSLAPPVSGNPSSAPAPVPDITATVSISV
HSEKSDGPFRDSDNKILPAAALASEHSKGTSSIAITALMEEKGYQVPVLGTPSLLGOSLLHGQLIPTTGP
VRINTARPGGGRPGWEHSNKLGYLVSPPOQIRRGERSCYRSINRGRHHSERSQRTQGPSLPATPVEVPVP
PPPLYPPPPHTLPLPPGVPPPQFSPQFPPGOPPPAGYSVPPPGFPPAPANLSTPWVSSGVQTAHSNTIPT
TQAPPLSREEFYREQRRLKEEEKKKSKLDEFTNDFAKELMEYKKIQKERRRSFSRSKSPYSGSSYSRSSY
TYSKSRSGSTRSRSYSRSFSRSHSRSYSRSPPYPRRGRGKSRNYRSRSRSHGYHRSRSRSPPYRRYHSRS
RSPOAFRGQSPNKRNVPOGETEREYEFNRYREVPPPYDMKAYYGRSVDFRDPFEKERYREWERKYREWYEK
YYKGYAAGAQPRPSANRENFSPERFLPLNIRNSPEFTRGRREDYVGGQSHRSRNIGSNYPEKLSARDGHNQ
KDNTKSKEKESENAPGDGKGNKHKKHRKRRKGEESEGEFLNPELLETSRKSREPTGVEENKTDSLEFVLPSR
DDATPVRDEPMDAESITFKSVSEKDKRERDKPKAKGDKTKRKNDGSAVSKKENIVKPAKGPQEKVDGERE
RSPRSEPPIKKAKEETPKTDNTKSSSSSQKDEKITGTPRKAHSKSAKEHQETKPVKEEKVKKDY SKDVKS
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EKLTTKEEKAKKPNEKNKPLDNKGEKRKRKTEEKGVDKDFESSSMKISKLEVTEIVKPSPKRKMEPDTEK
MDRTPEKDKISLSAPAKKIKLNRETGKKIGSTENISNTKEPSEKLESTSSKVKQEKVKGKVRRKVTGTEG
SSSTLVDYTSTSSTGGSPVRKSEEKTDTKRTVIKTMEEYNNDNTAPAEDVIIMIQVPQSKWDKDDFESEE
EDVKSTQPISSVGKPASVIKNVSTKPSNIVKYPEKESEPSEKIQKFTKDVSHEITQHEVKSSKNSASSEK
GKTKDRDYSVLEKENPEKRKNSTQPEKESNLDRLNEQGNFKSLSQSSKEARTSDKHDSTRASSNKDETPN
RDKKTDYDTREYSSSKRRDEKNELTRRKDSPSRNKDSASGOQKNKPREERDLPKKGTGDSKKSNSSPSRDR
KPHDHKATYDTKRPNEETKSVDKNPCKDREKHVLEARNNKESSGNKLLYILNPPETQVEKEQITGQIDKS
TVKPKPQLSHSSRLSSDLTRETDEAAFEPDYNESDSESNVSVKEEESSGNISKDLKDKIVEKAKESLDTA
AVVQVGISRNQSHSSPSVSPSRSHSPSGSQTRSHSSSASSAESQDSKKKKKKKEKKKHKKHKKHKKHKKH
AGTEVELEKSQKHKHKKKKSKKNKDKEKEKEKDDQKVKSVTV

PNAS-120

>gi| 74752877 |sp|Q9NP77.1|SSU72 HUMAN RecName: Full=RNA polymerase II
subunit A C-terminal domain phosphatase SSU72; Short=CTD phosphatase
SSU72
MPSSPLRVAVVCSSNQNRSMEAHNILSKRGFSVRSFGTGTHVKLPGPAPDKPNVYDFKTTYDQOMYNDLLR
KDKELYTONGILHMLDRNKRIKPRPERFONCKDLFDLILTCEERVYDQVVEDLNSREQETCQPVHVVNVD
IQODNHEEATLGAFLICELCQCIQHTEDMENEIDELLOQEFEEKSGRTFLHTVCEY

PC4

>gi|1709514|sp|P53999.3|TCP4_HUMAN RecName: Full=Activated RNA polymerase

IT transcriptional coactivator pl5; AltName: Full=Positive cofactor 4;
Short=PC4; AltName: Full=SUB1l homolog; AltName: Full=pl4
MPKSKELVSSSSSGSDSDSEVDKKLKRKKQVAPEKPVKKQKTGETSRALSSSKQSSSSRDDNMFQIGKMR
YVSVRDFKGKVLIDIREYWMDPEGEMKPGRKGISLNPEQWSQLKEQISDIDDAVRKL

PABP

>sp|P11940 | PABP1 HUMAN Polyadenylate-binding protein 1 OS=Homo sapiens
GN=PABPC1l PE=1 SV=2
MNPSAPSYPMASLYVGDLHPDVTEAMLYEKFSPAGPILSTIRVCRDMITRRSLGYAYVNEQ
QPADAERALDTMNEFDVIKGKPVRIMWSQRDPSLRKSGVGNIFIKNLDKSIDNKALYDTES
AFGNILSCKVVCDENGSKGYGFVHFETQEAAERATEKMNGMLLNDRKVEVGRFKSRKERE
AELGARAKEFTNVYIKNFGEDMDDERLKDLEFGKFGPALSVKVMTDESGKSKGEFGEVSFER
HEDAQKAVDEMNGKELNGKQIYVGRAQKKVERQTELKRKFEQMKQDRITRYQGVNLYVKN
LDDGIDDERLRKEFSPFGTITSAKVMMEGGRSKGEFGEFVCFSSPEEATKAVTEMNGRIVAT
KPLYVALAQRKEERQAHLTNQYMQORMASVRAVPNPVINPYQPAPPSGYFMAAIPQTONRA
AYYPPSQIAQLRPSPRWTAQGARPHPFQONMPGAIRPAAPRPPEFSTMRPASSQVPRVMSTQ
RVANTSTQTMGPRPAAAAAAATPAVRTVPQYKYAAGVRNPQOHLNAQPQVTMQQPAVHVQ
GOEPLTASMLASAPPQEQKOMLGERLFPLIQAMHPTLAGKITGMLLEIDNSELLHMLESP
ESLRSKVDEAVAVLQAHQAKEAAQKAVNSATGVPTV
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Secuencias de proteinas de Arabidopsis thaliana

AtCPSF160

>gi|290457637|sp|QO9FGRO.2|CPSF1 ARATH RecName: Full=Cleavage and

polyadenylation specificity factor subunit 1; AltName: Full=Cleavage and

polyadenylation specificity factor 160 kDa subunit; Short=AtCPSF160;
Short=CPSF 160 kDa subunit
MSFAAYKMMHWPTGVENCASGYITHSLSDSTLQIPIVSVHDDIEAEWPNPKRGIGPLPNVVITAANILEV
YIVRAQEEGNTQELRNPKLAKRGGVMDGVYGVSLELVCHYRLHGNVESIAVLPMGGGNSSKGRDSITILTFE
RDAKISVLEFDDSTHSLRMTSMHCFEGPDWLHLKRGRESFPRGPLVKVDPQGRCGGVLVYGLOMITILKTS
QVGSGLVGDDDAFSSGGTVSARVESSYIINLRDLEMKHVKDEVEFLHGYIEPVIVILQEEEHTWAGRVSWK
HHTCVLSALSINSTLKQHPVIWSAINLPHDAYKLLAVPSPIGGVLVLCANTIHYHSQSASCALALNNYAS
SADSSQELPASNFSVELDAAHGTWISNDVALLSTKSGELLLLTLIYDGRAVQRLDLSKSKASVLASDITS
VGNSLFFLGSRLGDSLLVQFSCRSGPAASLPGLRDEDEDIEGEGHQAKRLRMTSDTFQDTIGNEELSLEG
STPNNSDSAQKSFSFAVRDSLVNVGPVKDFAYGLRINADANATGVSKQSNYELVCCSGHGKNGALCVLRQ
SIRPEMITEVELPGCKGIWTVYHKSSRGHNADSSKMAADEDEYHAYLITSLEARTMVLETADLLTEVTES
VDYYVQGRTIAAGNLFGRRRVIQVFEHGARILDGSFMNQELSFGASNSESNSGSESSTVSSVSIADPYVL
LRMTDDSIRLLVGDPSTCTVSISSPSVLEGSKRKISACTLYHDKGPEPWLRKASTDAWLSSGVGEAVDSV
DGGPODQGDIYCVVCYESGALEIFDVPSENCVESVDKFASGRRHLSDMPIHELEYELNKNSEDNTSSKET
KNTRVVELAMOQRWSGHHTRPFLFAVLADGTILCYHAYLFDGVDSTKAENSLSSENPAALNSSGSSKLRNL
KFLRIPLDTSTREGTSDGVASQRITMFKNISGHQGFFLSGSRPGWCMLFRERLRFHSQLCDGSIAAFTVL
HNVNCNHGFIYVTAQGVLKICQLPSASIYDNYWPVQKIPLKATPHQVTYYAEKNLYPLIVSYPVSKPLNQ
VLSSLVDQEAGQQLDNHNMSSDDLOQRTYTVEEFEIQILEPERSGGPWETKAKIPMQTSEHALTVRVVTLL
NASTGENETLLAVGTAYVQGEDVAARGRVLLESFGKNGDNSQNVVTEVYSRELKGAISAVASIQGHLLIS
SGPKIILHKWNGTELNGVAFFDAPPLYVVSMNVVKSFILLGDVHKSIYFLSWKEQGSQLSLLAKDFESLD
CFATEFLIDGSTLSLAVSDEQKNIQVEFYYAPKMIESWKGLKLLSRAEFHVGAHVSKFLRLOMVSSGADKI
NRFALLFGTLDGSFGCIAPLDEVTFRRLOSLOKKLVDAVPHVAGLNPLAFRQFRSSGKARRSGPDSIVDC
ELLCHYEMLPLEEQLELAHQIGTTRYSILKDLVDLSVGTSFL

AtCPSF100

>gi|18203240|sp|Q9LKF9.2|CPSF2 ARATH RecName: Full=Cleavage and

polyadenylation specificity factor subunit 2; AltName: Full=Cleavage and

polyadenylation specificity factor 100 kDa subunit; Short=AtCPSF100;

Short=CPSF 100 kDa subunit; AltName: Full=Protein EMBRYO DEFECTIVE 1265;

AltName: Full=Protein ENHANCED SILENCING PHENOTYPE 5
MGTSVQVTPLCGVYNENPLSYLVSIDGFNFLIDCGWNDLEFDTSLLEPLSRVASTIDAVLLSHPDTLHIGA
LPYAMKQLGLSAPVYATEPVHRLGLLTMYDQFLSRKQVSDEFDLFTLDDIDSAFQNVIRLTYSQONYHLSGK
GEGIVIAPHVAGHMLGGSIWRITKDGEDVIYAVDYNHRKERHLNGTVLOSFVRPAVLITDAYHALYTNQT
ARQORDKEFLDTISKHLEVGGNVLLPVDTAGRVLELLLILEQHWSQRGEFSFPIYFLTYVSSSTIDYVKSF
LEWMSDSISKSFETSRDNAFLLRHVTLLINKTDLDNAPPGPKVVLASMASLEAGFAREIFVEWANDPRNL
VLFTETGOFGTLARMLOSAPPPKFVKVTMSKRVPLAGEELIAYEEEQNRLKREEALRASLVKEEETKASH
GSDDNSSEPMIIDTKTTHDVIGSHGPAYKDILIDGEFVPPSSSVAPMFPYYDNTSEWDDFGEIINPDDYVI
KDEDMDRGAMHNGGDVDGRLDEATASLMLDTRPSKVMSNELIVTVSCSLVKMDYEGRSDGRSIKSMIAHV
SPLKLVLVHATAEATEHLKQHCLNNICPHVYAPQIEETVDVTSDLCAYKVQLSEKLMSNVIFKKLGDSEV
AWVDSEVGKTERDMRSLLPMPGAASPHKPVLVGDLKIADFKQFLSSKGVQVEFAGGGALRCGEYVTLRKV
GPTGQOKGGASGPOQILIEGPLCEDYYKIRDYLYSQFYLL
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AtCPSF73-I

>gi]75262219|sp|Q9C952.1|CPSF3 ARATH RecName: Full=Cleavage and

polyadenylation specificity factor subunit 3-I; AltName: Full=Cleavage and

polyadenylation specificity factor 73 kDa subunit I; Short=AtCPSF73-
I; Short=CPSF 73 kDa subunit I
MASSSTSLKRREQPISRDGDQLIVTPLGAGSEVGRSCVYMSFRGKNILFDCGIHPAYSGMAALPYFDEID
PSSIDVLLITHFHIDHAASLPYFLEKTTENGRVEFMTHATKAIYKLLLTDYVKVSKVSVEDMLEDEQDINK
SMDKIEVIDFHQTVEVNGIKFWCYTAGHVLGAAMFMVDIAGVRILYTGDYSREEDRHLRAAELPQEFSPDT
CITIESTSGVQLHQSRHIREKRFTDVIHSTVAQGGRVLIPAFALGRAQELLLILDEYWANHPDLHNIPIYY
ASPLAKKCMAVYQTYILSMNDRIRNQFANSNPEVEFKHISPLNSIDDENDVGPSVVMATPGGLOSGLSRQL
FDSWCSDKKNACIIPGYMVEGTLAKTIINEPKEVTLMNGLTAPLNMQVHYTISFSAHADYAQTSTFLKELM
PPNITLVHGEANEMMRLKQKLLTEFPDGNTKIMTPKNCESVEMYFNSEKLAKTIGRLAEKTPDVGDTVSG
ILVKKGFTYQIMAPDELHVEFSQLSTATVTQRITIPFVGAFGVIKHRLEKIFESVEFSTDEESGLPALKVH
ERVTVKQESEKHISLOQWSSDPISDMVSDSIVALILNISREVPKIVMEEEDAVKSEEENGKKVEKVIYALL
VSLFGDVKLGENGKLVIRVDGNVAQLDKESGEVESEHSGLKERVRVAFERIQSAVKPIPLSAS

AtCPSF73-lI

>gi|332278175|sp|Q8GUU3.2|CPS3B_ARATH RecName: Full=Cleavage and
polyadenylation specificity factor subunit 3-II; AltName: Full=Cleavage

and polyadenylation specificity factor 73 kDa subunit II; Short=AtCPSF73-

II; Short=CPSF 73 kDa subunit II; AltName: Full=Protein EMBRYO SAC
DEVELOPMENT ARREST 26
MAIDCLVLGAGQEIGKSCVVVTINGKKIMFDCGMHMGCDDHNRYPNFSLISKSGDFDNAISCIIITHFHM
DHVGALPYFTEVCGYNGPIYMSYPTKALSPLMLEDYRRVMVDRRGEEELFTTTHIANCMKKVIAIDLKQT
IQVDEDLQIRAYYAGHVLGAVMVYAKMGDAAIVYTGDYNMTTDRHLGAAKIDRLQLDLLISESTYATTIR
GSKYPREREFLQAVHKCVAGGGKALIPSFALGRAQELCMLLDDYWERMNIKVPIYFSSGLTIQANMYYKM
LISWTSONVKEKHNTHNPEFDFKNVKDFDRSLIHAPGPCVLFATPGMLCAGFSLEVFKHWAPSPLNLVALP
GYSVAGTVGHKLMAGKPTTVDLYNGTKVDVRCKVHQVAFSPHTDAKGIMDLTKFLSPKNVVLVHGEKPSM
MILKEKITSELDIPCFVPANGETVSFASTTYIKANASDMFLKSCSNPNFKESNSTQLRVTDHRTADGVLV
TEKSKKAKIVHQDEISEVLHEKNHVVSLAHCCPVKVKGESEDDDVDLIKQLSAKILKTVSGAQIHESENC
LOVASFKGSLCLKDKCMHRSSSSSSEAVFLCCNWSIADLELGWEIINAIKLNH

AtCPSF30

>gi|332193100|gb|AEE31221.1] cleavage and polyadenylation specificity
factor CPSF30 [Arabidopsis thaliana]
MEDADGLSFDFEGGLDSGPVONTASVPVAPPENSSSAAVNVAPTYDHSSATVAGAGRGRSFRQTVCRHWL
RGLCMKGDACGFLHQFDKARMPICRFFRLYGECREQDCVYKHTNEDIKECNMYKLGFCPNGPDCRYRHAK
LPGPPPPVEEVLQKIQQLTTYNYGTNRLYQARNVAPQLODRPQGQVPMQOGQPQESGNLQQQQOQOQPQOSQ
HOQVSQTLIPNPADQTNRTSHPLPQGVNRYFVVKSNNRENFELSVQQGVWATQRSNEAKLNEAFDSVENVI
LIFSVNRTRHFQGCAKMTSRIGGYIGGGNWKHEHGTAQYGRNFSVKWLKLCELSFHKTRNLRNPYNENLP
VKISRDCQELEPSVGEQLASLLYLEPDSELMAISIAAEAKREEEKAKGVNPESRAENPDIVPFEDNEEEE
EEEDESEEEEESMAGGPQGRGRGRGIMWPPOMPLGRGIRPMPGMGGEFPLGVMGPGDAFPYGPGGYNGMPD
PFGMGPRPFGPYGPRFGGDFRGPVPGMMEFPGRPPQQFPHGGYGMMGGGRGPHMGGMGNAPRGGRPMYYPP
ATSSARPGPSNRKTPERSDERGVSGDQONQDASHDMEQFEVGNSLRNEESESEDEDEAPRRSRHGEGKKR
R
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AtFipS5

>gi1332009607|gb|AED96990.1| FIP1 [V]-like protein [Arabidopsis thalianal

MEEDDEFGDLYSDVLQPFQPPVVLPPPPPLPHRSIDLNLRSQDQODVSEPNSAPISRVSDNDAVKLSTQDA
TROQAIVDGGGDDKDMSEFDIEEPDADSTPTIPGLEVTGALPGLATDRGVSQVTTRIEQQVGGGGDGGYGGQ
GEGDDWDSDSEDDLQIVLNDSSRNVMIGGADRRSRMGDNEDDDDEDDEDPLVIVADTDPNQPMEEQMWGE
DGLQGIEGDGKDGGEAGKGSGPGGATGPPKAGYSSHGYHPFHSQFKYVRPGAAPIPGGAASVGGPSSGQV
RPPANLGPMAGRGRGDWRPLGMRNASAAQKGFHOPWGSNTAGRGLDFTLPSHKTIFEVDIDSFEEKPWRY
PGVEMTDYFNFGLNEESWKDYCKQLDQHRIQTTMQSRIRVYESGRTDQGYDPDLPPELAAATGAQGVPVD
SSNLVKPDSVQGDSAKVPANVRPTLPPGRPIPVETGSGERLPSIDTRAPRMRDLDAITEIVCQDSHEDEP
SGENGTDQADSSLPGENVPVETSYVNNKRPDTESAEHSPAQDEPHKNLLKKQDDEISRSTDSGQSFRSSS
PVGDRGTRSSSVDREDVGGEAGKDAEMGEELKMSFTSPQSAVQEDDGGESKTERSSESSKARSGSHRDEQ
QEEDVIQDKHSSRPANNRKQYDNNAPHQSRKNQDRGKEMERTRAASKGGRENSNPHMELDSTYIYSTIASR
EDFDKRKERDVDGAVWRRKEDDPYSRRGGDEGSRKRDREDDPGFRQRGKMRENE IRSKDDQVPSRKHMDD
AGMRNIYEPDDHINKRRKDEEYLRRSRPEKNEISYGQRESMSRVKRERDDRLEHQKRDVQHKIRDDEDDH
GSLRORDDIYMORDGNERLRERDVLDKLKLPHEDGISARGRERQVAVRGHRGSEDRSSRMKDEYKASDKE
HVTKDTLRHAKQTKRRDYPGEESSSHHRGHEDFSARTDNIVNNEKKPROERTGAKIDKEFIDTLDGQRLQD
RKHKDSRRKIKEQREGTESLSKQGEQNGSSVVTGSKGTNDARNCRSEIPHQPNTAKRHKENASSGDEIHD
SKRGRTKLERWASHKEREDAVSAKSSSISSKLEEKENNTNGRLSEPVHGSIGKSRDVTEEKIGHDLADTK
DGSEKGPGDRHLDTVEKLKKRSERFKLPMPTEKDTTGVKKMESETLPSAKIEGPVDSEGEYVWDERSCVR
IGREYA

AtPAP

>tr|F4KE92 |FAKE92 ARATH Polynucleotide adenylyltransferase family protein

OS=Arabidopsis thaliana GN=At5g23690 PE=3 SV=1
MAISSVGFACRSFSPVRTLOSHCLWKIREFNTVAAAIETMDESDGFATDSDRQODKVSDEPR
DREWKQLNSKDLGLSSSMIAKSTRKVLNGLKSKGHDVYLVGGCVRDLILKRTPKDFDILT
SAELREVVRTFPRCEIVGRRFPICHVHIGDDLIEVSSFSTSAQNSSRNTRTECKESSGSD
GDEDCIRLNNCLQRDFTINGLMFDPYAKVVYDYLGGMEDIRKAKVRTVIHAGTSFHQDCA
RILRATRIAARLGFRMSKETAHFIKNLSLLVQRLDKGRILMEMNYMLAYGSAEASLRLLW
KFGILEILLPIQAAYLARSGFRRRDKRTNMLLSLFANLDKLLAPDRPCHSSLWIAILAFH
KALADKPRSPIVVAAFSLAVHNCGDILEAVEITKKITRPHDKSFFELVEPEENLDFQTLL
DEVMDLDASIEDALNQOMTDAYFISKAMSAYPQAPYSDLVFIPLOLYLRAGRIFDCVKNEE
TRIGFEAKQGSKIEYGSLNSGYFPEIRHVFARVVEDTVFPLNLSQEL

AtCstF77

>tr|Q8GUP1|Q8GUP1 ARATH Putative uncharacterized protein Atlgl7760
OS=Arabidopsis thaliana GN=CSTF77 PE=2 Sv=1
MADKYIVEEAEALAKRALHSPIAQATPIYEQLLSLYPTSARFWKQYVEAQMAVNNDDATK
QIFSRCLLTCLOQVPLWQCYIRFIRKVYDKKGAEGQEETTKAFEFMLNYIGTDIASGPIWT
EYTAFLKSLPALNLNEDLHRKTALRKVYHRATLTPTHHVEQLWKDYENFENTVNRQLAKG
LVNEYQPKEFNSARAVYRERKKYIEEIDWNMLAVPPTGTSKEETOQWVAWKKELSEFEKGNPQ
RIDTASSTKRIIYAYEQCLMCLYHYPDVWYDYAEWHVKSGSTDAAIKVFQRALKAIPDSE
MLKYAFAEMEESRGAIQSAKKLYENILGASTNSLAHIQYLRFLRRAEGVEAARKYFLDAR
KSPSCTYHVYIAFATMAFCIDKEPKVAHNIFEEGLKLYMSEPVYILKYADFLTRLNDDRN
IRALFERALSTLPVEDSAEVWKRFIQFEQTYGDLASILKVEQRMKEALSGKGEEGSSPPE
SSLODVVSRYSYMDLWPCTSNDLDHLARQELLVKNLNKKAGKTNLPHVPAAIGSVASSSK
VVYPDTSQOMVVQDPTKKSEFASSANPVAASASNTEFPSTVTATATHGSASTEDEIPKTTPP
ALVAFLANLPIVDGPTPNVDVVLSICLQSDEFPTGOTVKOSFAAKGNPPSONDPSGPTRGV
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SQRLPRDRRATKRKDSDRQEEDDTATVQSQPLPTDVEFRLROMRKARGIATSSQTPTGSTS
YGSAFSGELSGSTG

AtCstF64

>tr|Q9M0331Q9M033 ARATH Putative uncharacterized protein T1008 110
OS=Arabidopsis thaliana GN=T1008 110 PE=4 SvV=1
MASYSRARLKDLANSAKSATELPPKLORLRYMRRDLOKDDSVEFPTELLPHLEDLLSDQFG
AVRKFVAEILGEIGLKYVELIPEIVPLLIKSLEDETPAVARQVIACGADLFRSTLERVAV
QGLHSSELNDLLESSWTWLIKFKDEICSVAFKQGNSGVKLCAMKFVEALILLYTPHEGIE
ADEFNISILRGGHPVLKIGDLSIEASQKLGLLLDQLRHPAAKSLNSSTIIVLINSLSSVAK
KRPAYCGRILPVLLSLDPLSFLKGVYAAATNLALKTVFLSCLKCTHPAAAPDRLTSALKE
IEGGGQAAKAKDLEFYKTNGSIQDKDSVEDTKVSVEENPLCASSDVAESNLSRKRSGSEYN
IDLNGDASDGKRARITPSVSEESTDGLNGNDGVSLPRVASTSTGPSDSRGVSDSGPAQQOL
VGLFGTLVSQGEKAIGSLEILISSISADLLTDVVMANMHNIPPNCSSYADGTDELVMNMC
IVGSDAQIKYPPSFVAGVLSLSTAFPPIAALINPHNEDEEVYSVHVDQOMFPAEDARTPP
GLLATCDTSFPENEESNTVSPONVHYIGNRESGIPGLESSAQHDGSGALVTNVLSSTNVE
AASKNONASFSGKLLVDVIPSMSVDKLEEFSPKAVGTVASASQFVLPKISAPVVDLSDEE
KDSLOKLVFLRIVEAYKQISMSGGSQLRFSLLAHLGVEFPSELDPWKILOEHVLSDYLNH
EGHELTVRVLYRLYGEAEAEQDFFSSTTAASAYESFLLTVAEALRDSFPPSDKSLSKLLG
DSPHLPKSVLMLLESFCCPGSGEVEKDLQHGDRVTQGLSAVWSLILMRPGIRNDCLNIAL
QSAVHHLEEIRMKAIRLVANKLYSLSFITEQIEEFAKDRLFSVVSDDCDKMDLDLKSPPN
KPOQHSTISGMSMETPSEATSSSTSVTEAQRCLSLYFALCTKVLRIFTILRLMTNLVENIYK
NASDPVKQATHLQIPILVRTMGSSSELLKITADPPSGSDNLLIQVLOTLTEGPTPSSELT
LTIRKLFDTRIKDVEILFPILPFLPRDDVLRIFPHMVNLPMEKFQVALSRVLOGSSQSGP
VLSPSEALIATHSIDPARDGIPLKQVTDACNTCFAQRQTFTQQOVLAGVLNQLVQQIPLPM
LEMRTVLOQAIGAFPALSDFILEILSRLVSKQIWKYPKLWVGEFLKCTQTTQPQOSYKVLLQL
PPLOLGNALTKIPALRAPLTAHASQPEIQSSLPRSTLAVLGLVPDSQGTQTSQVQANETQ
TSQEQQQOQQOASEPQQOTSQSQQVSVPLSHSQVDHQEPSQVVASQSQSSPIGTVQSAMSQSQ
NSPIDTGRSEMSQSONSPIDTGRSEMSQOSONSPIDTGRSEMSQSQONSPIDTGRSEMSESQ
SSPIGQSQSSPIGTGQSDMSQTPQVSDSSAPEPTSHTRTSDPQASSQTLRDDDEKIDDTA
TSENEVTEIEKSKESSEEEEEEEEEEE

AtCLPS3

>tr|Q9SR0O6|Q9SR06 _ARATH CLP-like protein 3 OS=Arabidopsis thaliana
GN=F7018.15 PE=2 SV=1
MAYGGPSMNPPALSGAVPGSANLKQVKLERESELRIEVSEEPLRLRVVNGTAEIFGSELP
PEIWRTFPPRMKFAVFTWYGATIEMDGVTETDYTADETPMVSYINVHAILDARRRFAKAS
TSNDPESSQGPRVIVVGPTDSGKSTLTKMLLSWAAKQGWRPTFVDLDVGQGSITIPGSIA
AAPIEMPLDPVEGFPLDMALVYYYGHASPNMNVELYKALVKELAQVLEKQFVGNPESRAA
GMVINTMGWIEGIGYELLLHAIDTENASVVLVLGOQEKLFSRLKDVLRSKSNVDVVKLHKS
GGVVARVKEVRKRSRNFKIQEYFYGLSKELSPYANTSSFSDLOQVFRIGGGPQAPKSALPA
GSTSVSNPLRVTPVNIDDRDLLHSVLAVSYAEEPDQITISSNVSGEVYVTEVNVQKKKITY
LAPSPGTLPSKLLVAGSLAWLESV

AtPCFS4

>tr|QOWPF2 |QOWPF2 ARATH PCFllP-similar protein 4 OS=Arabidopsis thaliana
GN=PCFS4 PE=2 SV=1
MDSEKILNPRLVSINSTSRKGMSVELPQKPPPPPSLLDRFKALLNQREDEFGGGEEVLPP
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SMDEIVQLYEVVLGELTENSKPIITDLTITAGEQREHGEGIANAICTRILEAPVEQKLPS
LYLLDSIVKNIGRDYGRYFSSRLPEVFCLAYRQAHPSLHPSMRHLFGTWSSVEPPPVLRK
IDMQLOLSSAANQSSVGASEPSQPTRGIHVNPKYLRRLEPSAAENNLRGINSSARVYGQON
SLGGYNDFEDQLESPSSLSSTPDGFTRRSNDGANPSNQAFNYGMGRATSRDDEHMEWRRK
ENLGQGNDHERPRALIDAYGVDTSKHVTINKPIRDMNGMHSKMVTPWONTEEEEFDWEDM
SPTLDRSRAGEFLRSSVPALGSVRARPRVGNTSDFHLDSDIKNGVSHQLRENWSLSQONYP
HTSNRVDTRAGKDLKVLASSVGLVSSNSEFGAPPEDSIQDVNSREFGRALPDGTWPHLSAR
GPNSLPVPSAHLHHLANPGNAMSNRLOQGKPLYRPENQVSQSHLNDMTQONQOMLVNYLPSS
SAMAPRPMQSLLTHVSHGYPPHGSTIRPSLSIQGGEAMHPLSSGVLSQIGASNQPPGGAF
SGLIGSLMAQGLISLNNQPAGQGPLGLEFDADMLKIRNESAISALYGDLPRQCTTCGLRFE
KCQEEHSKHMDWHVTKNRMSKNHKONPSRKWEVSASMWLSGAEALGAEAVPGEFLPTEPTT
EKKDDEDMAVPADEDQTSCALCGEPFEDFYSDETEEWMYKGAVYMNAPEESTTDMDKSQL
GPIVHAKCRPESNGGDMEEGSQRKKMRS

FY

>tr|F4K3Y7|F4K3Y7 ARATH Flowering time control protein FY OS=Arabidopsis

thaliana GN=FY PE=4 SV=1
MMRQSSASSTNINPDYHHPSGPEFDPNVDSFGAKRMRKHTQRRAVDYTSTVVRYIQFNELT
LYMELKVESVYSIYVEVOQARTWQRDSRDRTTLOPTPAAAVDMLPTVAYSDNPSTSEFAAKF
VHASLNKNRCSINRVLWTPSGRRLITGSQSGEFTLWNGQSENFEMILQAHDQPIRSMVWS
HNENYMVSGDDGGTLKYWONNMNNVKANKTAHKESIRDLSFCKTDLKECSCSDDTTVKVW
DFTKCVDESSLTGHGWDVKSVDWHPTKSLLVSGGKDQLVKLWDTRSGRELCSLHGHKNIV
LSVKWNONGNWLLTASKDQIIKLYDIRTMKELQSFRGHTKDVTSLAWHPCHEEYFVSGSS
DGSICHWIVGHENPQIEIPNAHDNSVWDLAWHPIGYLLCSGSNDHTTKFWCRNRPADNPR
DVLMONQGYNEQGFGRQPDNFQPSEASPIPGAFVPGLTRNEGTIPGIGIAMPEFDASSQGD
HKQPLPGSMALGAPPLPPGPHPSLLGSGQQOOGYQOQOQOHQGHPQOMLPMPNMPHHQLPPS
SHMPLHPHHLPRPMOMPPHGHMPPPSMPMSHQOMPGSMGMQGGMNPOMSQSHFMGAPSGVE
QOGOPNSGGPOMYPQGRGGENRPOMIPGYNNPFQOOOQPPLPPGPPPNNNQQHQ

PABPS

>sp|Q05196 | PABP5 ARATH Polyadenylate-binding protein 5 OS=Arabidopsis

thaliana GN=PAB5 PE=1 SV=3
MAAAVASGIAPTTAMVDQVIPNQPTVAAAAPPPFPAVSQVAAVAAAAAAAEALQTHPNSS
LYVGDLDPSVNESHLLDLFNQVAPVHNLRVCRDLTHRSLGYAYVNFANPEDASRAMESLN
YAPIRDRPIRIMLSNRDPSTRLSGKGNVFIKNLDASIDNKALYETFSSFGTILSCKVAMD
VVGRSKGYGFVQFEKEETAQAATIDKLNGMLLNDKQVEVGHFVRRQDRARSESGAVPSFTN
VYVKNLPKEITDDELKKTFGKYGDISSAVVMKDQSGNSRSFGFVNEFVSPEAAAVAVEKMN
GISLGEDVLYVGRAQKKSDREEELRRKFEQERISRFEKLQGSNLYLKNLDDSVNDEKLKE
MESEYGNVTSCKVMMNSQGLSRGFGFVAYSNPEEALLAMKEMNGKMIGRKPLYVALAQRK
EERQAHLQSLFTQIRSPGTMSPVPSPMSGFHHHPPGGPMSGPHHPMEFIGHNGQGLVPSQP
MGYGYQVQFMPGMRPGAGPPNFMMPFPLQROTQPGPRVGEFRRGANNMOQQOFQQOOMLQQON
ASRFMGGAGNRRNGMEASAPQGIIPLPLNASANSHNAPQRSHKPTPLTISKLASDLALAS
PDKHPRMLGDHLYPLVEQQEPANAAKVTGMLLEMDQAEILHLLESPEALKAKVSEALDVL
RRSADPAAVSSVDDQFALSSSE
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Secuencias de proteinas de Saccharomyces cerevisiae

Cftlp

>sp|Q06632|CFT1 _YEAST Protein CFT1 OS=Saccharomyces cerevisiae

ATCC 204508 / S5288c) GN=CFT1 PE=1 SV=1

MNVYDDVLDATVVSHSLATHFTTSDYEELLVVRTNILSVYRPTRDGKLYLTDEFKFHGLI
TDIGLIPQKDSPLSCLLLCTGVAKISILKENTLTNSIDTLSLHYYEGKFKGKSLVELAKI
STLRMDPGSSCALLENNDIIAFLPFHVNKNDDDEEEEDEDENIDDSELIHSMNQKSQGTN
TENKRKRTKLGDKFTAPSVVLVASELYEGAKNIIDIQFLKNFTKPTIALLYQPKLVWAGN
TTISKLPTQYVILTLNIQPAESATKIESTTIAFVKELPWDLHTIVPVSNGAIIVGTNELA
FLDNTGVLQSTVLLNSFADKELQKTKIINNSSLEIMFREKNTTSIWIPSSKSKNGGSNND
ETLLLMDLKSNIYYIQMEAEGRLLIKFDIFKLPIVNDLLKENSNPKCITRLNATNSNKNM
DLFIGFGSGNALVLRLNNLKSTIETREAHNPSSGTNSLMDINDDDDEEMDDLYADEAPEN
GLTTNDSKGTVETVQPFDIELLSSLRNVGPITSLTVGKVSSIDDVVKGLPNPNKNEYSLV
ATSGNGSGSHLTVIQTSVQPEIELALKFISITOQIWNLKIKGRDRYLITTDSTKSRSDIYE
SDNNFKLHKGGRLRRDATTVYISMFGEEKRIIQVTTNHLYLYDTHFRRLTTIKFDYEVIH
VSVMDPYILVITVSRGDIKIFELEEKNKRKLLKVDLPEILNEMVITSGLILKSNMCNEFLI
GLSKSQEEQLLFTEVTADNQITIFFTKDHNDRIFQLNGVDQLNESLYISTYQLGDEIVPDP
SIKQVMINKLGHDNKEEYLTILTFGGEIYQYRKLPOQRRSREYRNVTRNDLATITGAPDNAY
AKGVSSIERIMHYFPDYNGYSVIEFVTGSVPYILIKEDDSTPKIFKEGNIPLVSVTPWSER
SVMCVDDIKNARVYTLTTDNMYYGNKLPLKQIKISNVLDDYKTLOKLVYHERAQLFLVSY
CKRVPYEALGEDGEKVIGYDENVPHAEGFQSGILLINPKSWKVIDKIDEPKNSVVNEMRS
SMIQINSKTKRKREYITAGVANATTEDTPPTGAFHIYDVIEVVPEPGKPDTNYKLKEIFQ
EEVSGTVSTVCEVSGRFMISQSQKVLVRDIQEDNSVIPVAFLDIPVEVTDSKSEFGNLLIT
GDAMQGFQFIGFDAEPYRMISLGRSMSKEFQTMSLEFLVNGGDMYFAATDADRNVHVLKYA
PDEPNSLSGQRLVHCSSFTLHSTNSCMMLLPRNEEFGSPQVPSFONVGGQVDGSVEKIVP
LSEEKYRRLYVIQQQIIDRELQLGGLNPRMERLANDEFYQMGHSMRPMLDENVIRRECGLA
IDRRKSIAQKAGRHAHFEAWRDIINIEFSMRSLCQGK

Cft2p

>sp|Q12102|CFT2 _YEAST Cleavage factor two protein 2 OS=Saccharomyces

cerevisiae (strain ATCC 204508 / S288c) GN=CFT2 PE=1 Sv=1
MTYKYNCCDDGSGTTVGSVVREDNVTLLIDPGWNPSKVSYEQCIKYWEKVIPEIDVIILS
QPTIECLGAHSLLYYNFTSHFISRIQVYATLPVINLGRVSTIDSYASAGVIGPYDTNKLD
LEDIEISFDHIVPLKYSQLVDLRSRYDGLTLLAYNAGVCPGGSIWCISTYSEKLVYAKRW
NHTRDNILNAASILDATGKPLSTLMRPSAIITTLDRFGSSQPFKKRSKIFKDTLKKGLSS
DGSVIIPVDMSGKFLDLFTQVHELLFESTKINAHTQVPVLILSYARGRTLTYAKSMLEWL
SPSLLKTWENRNNTSPFEIGSRIKIIAPNELSKYPGSKICEFVSEVGALINEVIIKVGNSE
KTTLILTKPSFECASSLDKILEIVEQDERNWKTFPEDGKSFLCDNYISIDTIKEEPLSKE
ETEAFKVQLKEKKRDRNKKILLVKRESKKLANGNAIIDDTNGERAMRNQDILVENVNGVP
PIDHIMGGDEDDDEEEENDNLLNLLKDNSEKSAAKKNTEVPVDIIIQPSAASKHKMFPEN
PAKIKKDDYGTVVDEFTMFLPDDSDNVNQONSRKRPLKDGAKTTSPVNEEDNKNEEEDGYNM
SDPISKRSKHRASRYSGFSGTGEAENFDNLDYLKIDKTLSKRTISTVNVQLKCSVVILNL
QOSLVDQRSASIIWPSLKSRKIVLSAPKQIQONEEITAKLIKKNIEVVNMPLNKIVEFSTTI
KTLDISIDSNLDNLLKWQRISDSYTVATVVGRLVKESLPQVNNHQKTASRSKLVLKPLHG
SSRSHKTGALSIGDVRLAQLKKLLTEKNYIAEFKGEGTLVINEKVAVRKINDAETIIDGT
PSELFDTVKKLVTDMLAKI
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Brr5

>sp|Q06224|YSH1 YEAST Endoribonuclease YSH1 OS=Saccharomyces cerevisiae
(strain ATCC 204508 / S288c) GN=YSH1 PE=1 SvV=1
MERTNTTTFKFFSLGGSNEVGRSCHILQYKGKTVMLDAGIHPAYQGLASLPFYDEFDLSK
VDILLISHFHLDHAASLPYVMQORTNFQGRVEFMTHPTKAIYRWLLRDEFVRVTSIGSSSSSM
GTKDEGLFSDEDLVDSFDKIETVDYHSTVDVNGIKFTAFHAGHVLGAAMFQIETAGLRVL
FTGDYSREVDRHLNSAEVPPLSSNVLIVESTFGTATHEPRLNRERKLTQLTHSTVMRGGR
VLLPVFALGRAQEIMLILDEYWSQHADELGGGQVPIFYASNLAKKCMSVEFQTYVNMMNDD
IRKKFRDSQTNPFIFKNISYLRNLEDFQDFGPSVMLASPGMLOSGLSRDLLERWCPEDKN
LVLITGYSIEGTMAKFIMLEPDTIPSINNPEITIPRRCQVEEISFAAHVDEFQENLEFIEK
ISAPNITLVHGEANPMGRLKSALLSNFASLKGTDNEVHVENPRNCVEVDLEFQGVKVAKA
VGNIVNEIYKEENVEIKEEIAAKIEPIKEENEDNLDSQAEKGLVDEEEHKDIVVSGILVS
DDKNFELDFLSLSDLREHHPDLSTTILRERQSVRVNCKKELIYWHILOMFGEAEVLQDDD
RVTNQEPKVKEESKDNLTNTGKLILQIMGDIKLTIVNTLAVVEWTQDLMNDTVADSITAT
LMNVDSAPASVKLSSHSCDDHDHNNVQSNAQGKIDEVERVKQISRLFKEQEFGDCFTLFEFLN
KDEYASNKEETITGVVTIGKSTAKIDENNMKILECNSNPLKGRVESLLNIGGNLVTPLC

Ythlp

>sp|Q06102|YTH1 YEAST mRNA 3'-end-processing protein YTHI
OS=Saccharomyces cerevisiae (strain ATCC 204508 / S288c) GN=YTH1l PE=1
Sv=1

MSLTHPDTAKYPFKFEPFLRQEYSFSLDPDRPICEFYNSREGPKSCPRGPLCPKKHVLPI
FONKIVCRHWLRGLCKKNDQCEYLHEYNLRKMPECVEFFSKNGYCTQSPDCQYLHIDPASK
IPKCENYEMGFCPLGSSCPRRHIKKVFCQRYMTGFCPLGKDECDMEHPQFITIPDEGSKLR
IKRDDEINTRKMDEEKERRLNATIINGEV

Papl

>sp|P29468 | PAP_YEAST Poly(A) polymerase OS=Saccharomyces cerevisiae
(strain ATCC 204508 / S288c) GN=PAPl PE=1 SV=1
MSSQKVFGITGPVSTVGATAAENKLNDSLIQELKKEGSFETEQETANRVQVLKILQELAQ
RFVYEVSKKKNMSDGMARDAGGKIFTYGSYRLGVHGPGSDIDTLVVVPKHVTREDEFFTVFE
DSLLRERKELDETIAPVPDAFVPITIKIKFSGISIDLICARLDQPOQVPLSLTLSDKNLLRNL
DEKDLRALNGTRVTDEILELVPKPNVFRIALRATIKLWAQRRAVYANIFGFPGGVAWAMLV
ARTICQLYPNACSAVILNRFFITILSEWNWPQPVILKPIEDGPLQVRVWNPKIYAQDRSHRM
PVITPAYPSMCATHNITESTKKVILQEFVRGVQITNDIFSNKKSWANLFEKNDFFFRYKF
YLEITAYTRGSDEQHLKWSGLVESKVRLLVMKLEVLAGIKIAHPFTKPFESSYCCPTEDD
YEMIQDKYGSHKTETALNALKLVTDENKEEESIKDAPKAYLSTMYIGLDFNIENKKEKVD
THIPCTEFVNLCRSFNEDYGDHKVEFNLALRFVKGYDLPDEVFDENEKRPSKKSKRKNLDA
RHETVKRSKSDAASGDNINGTTAAVDVN

Fipl

>sp|P45976|FIP1 YEAST Pre-mRNA polyadenylation factor FIP1
OS=Saccharomyces cerevisiae (strain ATCC 204508 / S288c) GN=FIP1l PE=1 SV=1
MSSSEDEDDKEFLYGSDSELALPSSKRSRDDEADAGASSNPDIVKROKFDSPVEETPATAR
DDRSDEDIYSDSSDDDSDSDLEVIISLGPDPTRLDAKLLDSYSTAATSSSKDVISVATDV
SNTITKTSDERLITEGEANQGVTATTVKATESDGNVPKAMTGSIDLDKEGIFDSVGITTI
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DPEVLKEKPWRQPGANLSDYEFNYGEFNEFTWMEY LHRQEKLOQODYNPRRILMGLLSLQOQQG
KLNSANDTDSNLGNIIDNNNNVNNANMSNLNSNMGNSMSGTPNPPAPPMHPSEFPPLPMEG
SFPPFPMPGMMPPMNQOPNQONQONQONSK

Ptalp

>sp|Q01329|PTAl YEAST Pre-tRNA-processing protein PTAl OS=Saccharomyces

cerevisiae (strain ATCC 204508 / S288c) GN=PTAl PE=1 Sv=1
MSSAEMEQLLQAKTLAMHNNPTEMLPKVLETTASMYHNGNLSKLKLPLAKFFTQLVLDVV
SMDSPIANTERPFIAAQYLPLLLAMAQSTADVLVYKNIVLIMCASYPLVLDLVAKTSNQE
MEDQLCMLKKEVLSHWRTAYPLRATVDDETDVEQWLAQIDONIGVKLATIKFISEVVLSQ
TKSPSGNEINSSTIPDNHPVLNKPALESEAKRLLDMLLNYLIEEQYMVSSVEFIGIINSLS
FVIKRRPOQTTIRILSGLLRFNVDAKFPLEGKSDLNYKLSKRFVERAYKNFVQFGLKNQIT
TKSLSSGSGSSIYSKLTKISQTLHVIGEETKSKGILNEFDPSKGNSKKTLSRODKLKYISL
WKRQLSALLSTLGVSTKTPTPVSAPATGSSTENMLDQLKILQKYTLNKASHQGNTEFFENNS
PKPISNTYSSVYSLMNSSNSNQDVTQLPNDILIKLSTEATILOMDSTKLITGLSIVASRYT
DLMNTYINSVPSSSSSKRKSDDDDDGNDNEEVGNDGPTANSKKIKMETEPLAEEPEEPED
DDRMQOKMLOEEESAQETISGDANKSTSAIKEIAPPFEPDSLTQDEKLKYLSKLTKKLFELS
GRODTTRAKSSSSSSILLDDDDSSSWLHVLIRLVTRGIEAQEASDLIREELLGFFIQDFE
QRVSLIIEWLNEEWFFQTSLHQDPSNYKKWSLRVLESLGPFLENKHRRFFIRLMSELPSL
QSDHLEALKPICLDPARSSLGFQTLKFLIMFRPPVQODTVRDLLHQLKQEDEGLHKQCDSL
LDRLK

RnalS5p

>sp|P25299|RNALS5 YEAST mRNA 3'-end-processing protein RNALS

OS=Saccharomyces cerevisiae (strain ATCC 204508 / S288c) GN=RNA1l5 PE=1

Sv=1
MNRQSGVNAGVONNPPSRVVYLGSIPYDQTEEQILDLCSNVGPVINLKMMFDPQTGRSKG
YAFIEFRDLESSASAVRNLNGYQLGSRELKCGYSSNSDISGVSQQOQOQOQYNNINGNNNNN
GNNNNNSNGPDFONSGNANFLSQKFPELPSGIDVNINMTTPAMMISSELAKKPKEVQLKF
LOKFQEWTRAHPEDAVSLLELCPQLSEVTAELLLTNGICKVDDLIPLASRPQEEASATNN
NSVNEVVDPAVLNKQKELLKQVLOQLNDSQISILPDDERMAIWDLKOKALRGEFGAF

Rnal4dp

>sp|P25298 |RNA14 YEAST mRNA 3'-end-processing protein RNA1l4

OS=Saccharomyces cerevisiae (strain ATCC 204508 / S288c) GN=RNAl4 PE=1

SV=2
MSSSTTPDLLYPSADKVAEPSDNIHGDELRLRERIKDNPTNILSYFQLIQYLETQESYAK
VREVYEQFHNTFPEFYSPAWTLQLKGELARDEFETVEKILAQCLSGKLENNDLSLWSTYLD
YIRRKNNLITGGQEARAVIVKAFQLVMOKCATFEPKSSSFWNEYLNFLEQWKPENKWEEQ
QRIDMLREFYKKMLCVPEDNLEKMWNRYTQWEQEINSLTARKFIGELSAEYMKARSLYQE
WLNVTNGLKRASPINLRTANKKNIPQPGTSDSNIQOLOIWLNWIKWERENKLMLSEDMLS
QRISYVYKQGIQYMIFSAEMWYDYSMYISENSDRONILYTALLANPDSPSLTFKLSECYE
LDNDSESVSNCEFDKCTQTLLSQYKKIASDVNSGEDNNTEYEQELLYKQREKLTEVEFCVYM
NTMKRISGLSAARTVEFGKCRKLKRILTHDVYVENAYLEFONONDYKTAFKVLELGLKYFQ
NDGVYINKYLDFLIFLNKDSQIKTLFETSVEKVODLTQLKEIYKKMISYESKEFGNLNNVY
SLEKRFFERFPOQENLIEVFTSRYQIQONSNLIKKLELTYMYNEEEDSYEFSSGNGDGHHGSY
NMSSSDRKRLMEETGNNGNEFSNKKFKRDSELPTEVLDLLSVIPKRQYFNTNLLDAQKLVN
FLNDQVEIPTVESTKSG
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Pcfll

>sp|P39081|PCF11 YEAST Protein PCF11 OS=Saccharomyces cerevisiae (strain
ATCC 204508 / S288c) GN=PCFll PE=1 SV=2
MDHDTEVIVKDENSILEELTEFNSRPIITTLTKLAEENISCAQYFVDAIESRIEKCMPKQOK
LYAFYALDSICKNVGSPYTIYEFSRNLENLYKRTYLLVDNTTRTKLINMFKLWLNPNDTGL
PLFEGSALEKIEQFLIKASALHOKNLOAMLPTPTVPLLLRDIDKLTCLTSERLKNQPNDE
KLKMKLLVLSQLKQELKREKLTLNALKQVOMQLROVESQDQQOVLOERMRYHELQQQQQQQ
Q00000000000 QYHETKDMVGSYTONSNSAIPLEGNNSDTTNQONSLSSSLEGNISGVE
SFOETEKKKSLNKINNLYASLKAEGLIYTPPKESIVTLYKKLNGHSNYSLDSHEKQLMKN
LPKIPLLNDILSDCKAYFATVNIDVLNNPSLOLSEQTLLOQENPIVONNLIHLLYRSKPNK
CSVCGKREFGNSESEKLLONEHLDWHFRINTRIKGSONTANTGISNSNLNTTTTRKNIQSR
NWYLSDSQWAAFKDDEITSTKHKNDYTDPHANKNIDKSALNIHADENDEGSVDNTLGSDR
SNELEIRGKYVVVPETSQDMAFKCPICKETVTGVYDEESGEWVWKNTIEVNGKYFHSTCY
HETSQONSSKSNSGKVGLDDLKKLVTK

Clpl

>sp|Q08685|CLP1 YEAST Protein CLP1 OS=Saccharomyces cerevisiae (strain
ATCC 204508 / S288c) GN=CLP1l PE=1 SvV=1
MASLPGIDEHTTSEELITGDNEWHKLVIPKGSDWQIDLKAEGKLIVKVNSGIVEIFGTEL
AVDDEYTFONWKFPIYAVEETELLWKCPDLTTNTITVKPNHTMKYIYNLHFMLEKIRMSN
FEGPRVVIVGGSQTGKTSLSRTLCSYALKFNAYQPLYINLDPQOQPIFTVPGCISATPISD
ILDAQLPTWGQSLTSGATLLHNKQPMVKNFGLERINENKDLYLECISQLGQVVGQRLHLD
POVRRSGCIVDTPSISQLDENLAELHHITIEKLNVNIMLVLCSETDPLWEKVKKTFGPELG
NNNIFFIPKLDGVSAVDDVYKRSLOQRTSIREYFYGSLDTALSPYAIGVDYEDLTIWKPSN
VEDNEVGRVELFPVTITPSNLQHAIIAITFAERRADQATVIKSPILGFALITEVNEKRRK
LRVLLPVPGRLPSKAMILTSYRYLE

Hrplp

>sp|Q99383|HRP1 _YEAST Nuclear polyadenylated RNA-binding protein 4
OS=Saccharomyces cerevisiae (strain ATCC 204508 / S288c) GN=HRP1 PE=1
Sv=1

MSSDEEDENDIYGDDKPTTTEEVKKEEEQNKAGSGTSQLDQLAALQALSSSLNKLNNPNS
NNSSSNNSNQODTSSSKQDGTANDKEGSNEDTKNEKKQESATSANANANASSAGPSGLPWE
QLOQOTMSQFQQPSSQSPPOOOVTQTKEERSKADLSKESCKMFIGGLNWDTTEDNLREYFG
KYGTVTDLKIMKDPATGRSRGFGFLSFEKPSSVDEVVKTQHILDGKVIDPKRAIPRDEQD
KTGKIFVGGIGPDVRPKEFEEFFSQWGTIIDAQLMLDKDTGQSRGFGFVTYDSADAVDRV
CONKFIDFKDRKIEIKRAEPRHMQOOKS SNNGGNNGGNNMNRRGGNFGNQGDEFNQOMYQNPM
MGGYNPMMNPQAMTDYYQKMOEYYQQOMQOKQTGMDYTOMYQQQOMQOMAMMMPGFAMPPNAM
TLNQPQODSNATQOGSPAPSDSDNNKSNDVQTIGNTSNTDSGSPPLNLPNGPKGPSQYNDD
HNSGYGYNRDRGDRDRNDRDRDYNHRSGGNHRRNGRGGRGGYNRRNNGYHPYNR

Pfs2p

>sp|P42841|PFS2 YEAST Polyadenylation factor subunit 2 OS=Saccharomyces
cerevisiae (strain ATCC 204508 / S288c) GN=PFS2 PE=1 SV=1
MDGHNQNQYQNONQIQQSQQPPLKKYVTQRRSVDVSSPYINLYYNRRHGLPNLVVEPETS
YTIDIMPPNAYRGRDRVINLPSKFTHLSSNKVKHVIPAIQWTPEGRRLVVATYSGEFSLW
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NASSFTFETLMOAHDSAVTTMKYSHDSDWMISGDADGMIKIWQPNESMVKEIDAAHTEST
RDMAFSSNDSKEVTCSDDNILKIWNESNGKQERVLSGHHWDVKSCDWHPEMGLIASASKD
NLVKLWDPRSGNCISSILKFKHTVLKTRFQPTKGNLLMAISKDKSCRVEDIRYSMKELMC
VRDETDYMTLEWHPINESMFTLACYDGSLKHFDLLONLNEPILTIPYAHDKCITSLSYNP
VGHIFATAAKDRTIRFWTRARPIDPNAYDDPTYNNKKINGWEFFGINNDINAVREKSEFGA
APPPPATLEPHALPNMNGFINKKPRQEIPGIDSNIKSSTLPGLSI

Ssu72

>sp|P53538|8SU72 YEAST RNA polymerase II subunit A C-terminal domain
phosphatase SSU72 OS=Saccharomyces cerevisiae (strain ATCC 204508 /

S288c) GN=SSU72 PE=1 Sv=1
MPSHRNSNLKECTVCASNNNRSMESHKVLOEAGYNVSSYGTGSAVRLPGLSIDKPNVYSF
GTPYNDIYNDLLSQSADRYKSNGLLOMLDRNRRLKKAPEKWQESTKVEFDEVEFTCEERCED
AVCEDLMNRGGKLNKIVHVINVDIKDDDENAKIGSKAILELADMLNDKIEQCEKDDIPFE
DCIMDILTEWQSSHSQLPSLYAPSYY

Mpel

>sp|P35728 |MPE1 _YEAST Protein MPEl OS=Saccharomyces cerevisiae

ATCC 204508 / 5288c) GN=MPEl PE=1 SV=1
MSSTIFYRFKSQRNTSRILEFDGTGLTVEDLKREIIQENKLGDGTDFQLKIYNPDTEEEYD
DDAFVIPRSTSVIVKRSPAIKSEFSVHSRLKGNVGAAALGNATRYVTGRPRVLOKRQHTAT
TTANVSGTTEEERIASMFATQENQWEQTQEEMSAATPVEFKSQTNKNSAQENEGPPPPGY
MCYRCGGRDHWIKNCPTNSDPNFEGKRIRRTTGIPKKFLKSIEIDPETMTPEEMAQRKIM
ITDEGKFVVQVEDKQSWEDYQRKRENRQIDGDETIWRKGHFKDLPDDLKCPLTGGLLRQP
VKTSKCCNIDFSKEALENALVESDEVCPNCETRDILLDSLVPDODKEKEVETFLKKQEEL
HGSSKDGNQPETKKMKLMDPTGTAGLNNNTSLPTSVNNGGTPVPPVPLPFGIPPFPMEFPM
PFMPPTATITNPHQADASPKK

Sub1

>sp|P54000|SUB1_YEAST RNA polymerase II transcriptional coactivator SUBI

OS=Saccharomyces cerevisiae (strain ATCC 204508 / S288c) GN=SUBl PE=1

Sv=1
MSYYNRYRNKRRSDNGGGNLSNSNNNNGGMPSGLSASDATFDLGKNKRVTVRQFRNINLIT
DIREYYLDSSTGEMKPGKKGISLTEDLYDELLKHRLNIDEALRRLGSKRPKTKMVRLLSD
DEYEDDNNNDSTNNDKDKNGKDKNSPKKRREDKSKASNESHDLEPRSKKKKPAPPTLLPH
EENIONAEREANATLIIPGQAGRKQQEERKQKEKEEAEEAKAKAVAEQEKEAKAKEKIAE
PEPEPVPTLQAKKEDIVSNINESKDANSSDEEFAQSLEAEMNKAEDDISEEE

Ptilp

>sp|P39927|PTI1 YEAST Protein PTI1 OS=Saccharomyces cerevisiae

ATCC 204508 / 5288c) GN=PTI1 PE=1 SV=2

MTDPRRRTGRHFLTPENLSSTLOQITNLPPEWNQDIITSVVAGSGPVIDIKAKNDPRTGKL
TGVLFDYLTSKDCKRAWEILNRIENFPVKIEQIIPPNYKDHLRETANKNSQKQVLQLNRD
SYPFEAGLELPFEMVTEVPIPRRPPPPOQAANNTNSVSNNTNIQFPDILSKASKHLPSEFQD
GSITAPDKISONLSKIPPLOLIEIISNLKILSNQENIQKSQLESFLDTNSDITISVTQAL
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LEMGFIDYSVVTKVLKSQVGEAPSLLSSNNTSNSNTPVSVIRNNTPLHVPSNEVSNNPNN
MPLNVAMPMPMSTPPFIPLPLOQOPFGFAPPGPFMPPAQGPSMGQPVLANQLGQOVQQONTI
SSTEGPSNANKANDSGTINMAKLQLLPENQODMIKQVLTLTPAQIQSLPSDQQLMVENFER
KEYIT

Swd2p

>sp|P36104|SWD2 YEAST COMPASS component SWD2 OS=Saccharomyces cerevisiae

(strain ATCC 204508 / S288c) GN=SWD2 PE=1 SV=1
MTTVSINKPNLLKFKHVKSFQPQEKDCGPVTSLNFDDNGQFLLTSSSNDTMQLYSATNCK
FLDTIASKKYGCHSAIFTHAQNECIYSSTMKNFDIKYLNLETNQYLRYFSGHGALVNDLK
MNPVNDTFLSSSYDESVRLWDLKISKPQVIIPSLVPNCIAYDPSGLVFALGNPENFEIGL
YNLKKIQEGPFLITIKINDATFSQWNKLEFSNNGKYLLVGSSIGKHLIFDAFTGQQLFELT
GTRAFPMREFLDSGSACFTPDGEFVLGTDYDGRIAIWNHSDSISNKVLRPQGEFIPCVSHE
TCPRSIAFNPKYSMEVTADETVDFEFYVYDE

Syclp

>sp|Q08553|SYC1 YEAST Protein SYC1l OS=Saccharomyces cerevisiae

ATCC 204508 / S288c) GN=SYCl PE=1 SV=1
MDLPKDKSDRTHQRINLNNSGTDRTNDLYLHIVQTFGCIETTATENATKLLMLGDVEVEI
SASSVSIEWTQKSMISQTIADSIVIMIIGLCASDKNVLSESELKERNHNVWKIQELONLE
REQFGDSFSIDEGIGKKENVKNGSVTIGKSKATIDEFSTMKLIDCNSNPLKGRVESILSIG
QKLTTPLC

Glc7

>sp|P32598|PP12 YEAST Serine/threonine-protein phosphatase PP1-2
OS=Saccharomyces cerevisiae (strain ATCC 204508 / S288c) GN=GLC7 PE=1

Sv=1
MDSQPVDVDNIIDRLLEVRGSKPGQQVDLEENEIRYLCSKARSIFIKQPILLELEAPIKI
CGDIHGQYYDLLRLFEYGGEFPPESNYLFLGDYVDRGKQSLETICLLLAYKIKYPENFFIL
RGNHECASINRIYGEFYDECKRRYNIKLWKTEFTDCEFNCLPIAAITIDEKIFCMHGGLSPDLN
SMEQIRRVMRPTDIPDVGLLCDLLWSDPDKDIVGWSENDRGVSEFTEFGPDVVNRELOKQDM
ELICRAHQVVEDGYEFFSKRQLVTLEFSAPNYCGEFDNAGAMMSVDESLLCSFQILKPAQK
SLPRQAGGRKKK

Ref2p

>sp|P42073 |REF2_YEAST RNA end formation protein 2 OS=Saccharomyces

cerevisiae (strain ATCC 204508 / S288c) GN=REF2 PE=1 SV=2
MSAPVPQLVNISHALQASTIQQIRLDMVDENKDCKLSSIQLARIDKYIDSLQAALNQFTK
DNLHIERKEKNVTEADIQLYSGLKSMYLDYLNQLIKLKHEKQHHSTPPIANDVSLDFFVN
QLPKEFSPEERKNYIDNLILNKNSHNRLSKMDGLVDAVINLCVLDTSVAENVRSYMKLLDT
LGFQKGSNSTGTKANLKKKLASSKAKIKDSEKEKEKEKDKSKVKMKTKLKPSPLLNNDDK
NSSPSPTASTSSMKKLKSGLENKNEAKSTESLPTSSKKKLSFSKYLNKDDADMTKLGTKR
SIDVDFKVNPEASTVASNIISSSTSGSSTTTVATPASSEEPLKKKTKISVQDSNVQSILR
NGKPKKARISSIKFLDDSQLIKVYGDDLPNQGLQVSPTQLKKILKPFKEGEPKEITILFED
MSIKLKPLDLMEFLKNTNSDDYMDISETKGGPIHCETRTPLIYRKNFNHENPDLNKRPPRE
PIEFDLNGNTNSTPTIAKAFGKNSLLLRKDRGGLPYKHVPIVKRNKYPPRPVH
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PAB1

>sp|P04147|PABP_YEAST Polyadenylate-binding protein, cytoplasmic and
nuclear OS=Saccharomyces cerevisiae (strain ATCC 204508 / S288c)

PE=1 SV=4
MADITDKTAEQLENLNIQDDOKQAATGSESQSVENSSASLYVGDLEPSVSEAHLYDIFSP
IGSVSSIRVCRDAITKTSLGYAYVNEFNDHEAGRKAIEQLNYTPIKGRLCRIMWSQRDPSL
RKKGSGNIFIKNLHPDIDNKALYDTESVEGDILSSKIATDENGKSKGEFGEVHFEEEGAAK
EATIDALNGMLLNGQEIYVAPHLSRKERDSQLEETKAHYTNLYVKNINSETTDEQFQELFA
KFGPIVSASLEKDADGKLKGFGFVNYEKHEDAVKAVEALNDSELNGEKLYVGRAQKKNER
MHVLKKQYEAYRLEKMAKYQGVNLEFVKNLDDSVDDEKLEEEFAPYGTITSAKVMRTENGK
SKGEFGFVCFSTPEEATKAITEKNQQIVAGKPLYVATAQRKDVRRSQLAQQIQARNQMRYQ
QATAAAAAAAAGMPGQFMPPMEYGVMPPRGVPENGPNPQOMNPMGGMPKNGMPPQFRNGP
VYGVPPOQGGFPRNANDNNQFYQOKQROALGEQLYKKVSAKTSNEEAAGKITGMILDLPPQ
EVFPLLESDELFEQHYKEASAAYESFKKEQEQQTEQA

Secuencias de protein de Entamoeba Histolytica

EhCPSF160

>EhCpsf1l60|EHI 106110
MTWLLHETVVNPQGVEHSITIAKFTGKYEQLITSIRNQFVCYDITPQGLOQVRCKEVTEANI
IQIGNVEVNHVMMLVLLFKEAKVSVLRYDETNNKFVIHSLHCFELPLKRMQEGLTPTTYT
DPRLLIDKRGRCISLICYDRLMWVIPLGLDKTSYSINLEKFGINRIIDCIVLDGYDLPSV
AFLHMKIPTWEGRIVNTGETTNEIIILSLEPDVIHERQDIVATISYQFSYVPYNALQIVD
CYPTNGLLILTINSIIYLSTTSFESFILPFGKFEVIPKNINGPLSSFQILOMQTKIMNSV
KSIFKLTNHLYITFSMNGESYYVHLLSTIANRICDVIITNSPYKYHPTTFTISSNHLEIGS
TVHDSYIYNYEIVEYGKGKQHEISQHINQEIRSKNLLFRHNEMEEEYPFDEPQPVSIPQE
LTVEFPQLDYIVSICNVHEYTLLEEENNMISIVLCCGIQPEFSKIVKLSRSIQPENIMGVK
ESECFYKNDNIEVNKNGIFLNSINICSTEILGSIKRVKKEDDYLITIEKSDAKWCVEDINK
KEITIIQEEGINELSFLPSSNEMEEEGEGNNEFIKLKNGKVYKGEMVLEGIGERISQWVKEE
TKKGKEVVDIECVSIIEGKIDLIIITKEGILCYYRSMNDKGKFERLKVEAPQTEFNCSIKP
HINRIEINNKKHYLINGNCSYFIEYNYYYPIVIPFSIKVIKEVIVLNNFTCYLDTDDGKL
IVKLNKONIDKYPLPFTRVDIQGTPHHLVSYKNKLFVTVSFTTVLDTPDCPPQLPHSSNN
QQEEPPVLEAQPLNSDVLLERYRIINLTTNDYYEFKKGQFICTAKLLKEFKVGKQLKNYLV
VGVNKQTTEDNPVKGKTYIFNIENQIQLINKIGDGKKSVHAVNEIGGFLAVASGNELELT
ERVDETRWIKKCEFSDISILINSIEYLPLKVMERGNEKECYLILLSDFYRSVVLLLFKPYD
YTVIPLGKDARNIHCIDSTFIITKDYFSVLEFDSEQNLSLLNYSSAATEQLSIFEIDATFE
NLGMNLLKFTRLWNGKGYIYMYVTVEGSVGYISVVEEKIYQVLRQINIKMNREPWHEFAGT
NAEEYRFEKGYGMGFGTRKHVFLDGDMLKQFRLLNEEQOQKRVCLRNTSINDVFKLLSTGL
QYNTFLQYNN

EhCPSF100

>EhCPSF100|EHT_033130
MKEFNRPMVLLTDIGGLGKCQEMLNNVMMETRKIVLRKGCCLLPVECGGRIMEYMEMVYTIS
CDVDINRVIKDASFYCISSVADQIKEMNKTIMEWVRDGTDITNFKNISFOQDNLEKLKRDL
DARKPCVVFATLASFSVGSISRDVLLKICRDKRNGITIFLEPPQKGTVASEIEEFASPMNQ
KTSVKVDVWHTEDYTEEELKETIEALKEQKAKEENENKEHQIEEEKVQEKEIEEIEEIEEE
SEEDKKTMWQIKTDLYEDDLEDVGGLEFPFFHNKVETTVYGDISTFKIEMNVEEPLLGNKD

GN=PAB1
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VDEVNEIEDYPRKYVKEEEELIISCTVASYDVSAEMETTKIRSITARLIPRNLVEVSALE
PNGIEWFKONLPHSNIYGENNTEIMTTICPVTPSETFTIDDSLLTVMKLNHFKEEFNLGPI
DAKVEDGTLLPITRQORKRHESVYIGELPIKVLTKAIETENIDVKIVNGTIVCANGTITV
SKEPSDVPKFIVRGRMNKAFFKVRKIVAEQFCIL

EhCPSF73

>EhCPSF73|EHI 136170
MSTTVVLDNEIQSTLINGNYLEIRPLGAGREVGRSCEFILKYMGHNIMLDCGVHPAKPHGE
AALPLFEHADIDSIELLCVTHYHVDHCASLPYLILERQFKGKVLMTPPTKEIFGELFKEF
HOMSSTIQPPKSVNPKEVIDRIDTIKFHELQEYNGMKIWCENAGHILGAAMFCIEINGVK
ILYTGDFSGETDRHLOQAAEVPPFQIDVMMCESTYGIIEQESRIDRENAFIRQITIEILKRG
GKCLIPVFSLGRAQEFELILEEYWONHKDLWSVSIFFESSIAKKCTTYFEKFTSFMNQEL
RKKTKQAFDFKFIREGSSSVDDGAIDYKPCVVMASPGMLODGISRKIFERWCTDKKNGVI
IPGYCVEGTLAKDLILDSTKPFINSEGDQVVPKCSVTEISFCAHSDFAHTRKEIGNVKPK
HLVLIHGEGKSMEQLHNALKKEYPELNIYMPCNTQPIKIPIQPKHEVRLLGEIASNILKM
EEEKKEKEIIFNAVYLONTKDVDTVVVKAKDVERFSSFHSNEIYQHLYFPCLIPLKETID
ILKGEFYPETIFNEENNTAQIKGIQIKYENNDLCISWONDIITDILIDHIIVLLLEMGISE
KKDRPRKIPQLEDVSLDLVLDLLSNKFESAMILKNKDDVQKAYDNINQINKDLISKNETN
DEQQKDEIKDEKSKDENKNEVKDETKQESVKEVVEQKIEEEFCIKENVPYILITHENSNSV
LVEWPSLTPFGFDKDLLKRLNSVLPKILLTMKNTE

EhCPSF30

>EhCPSF30|EHI_067580
METLLELNNVMKMDISRVFREIKTERDPRTIKSNEKTIVCQHWLRGMCRKGANCDFLHRL
DEERTPACHHFVKYGKCEKPECPFKHEDPQKATPCEWYKRGFCKHGKKCKHGHVPKLMCP
LEYLGFCPYGKKCKFVHPTISVPRETIEKTQPRGERFPRDGDEKNANFKHEFTKPKRD

EhFIP1

>EhFip |EHI 083400
MOQNTPQKPQTPSDESYRFYQLLLENFSHFVADEDENRYWEVETGEKGFETLAPEDKPWE
TEGANLEEYFNYGFNEKTWSAYAKKLRELYKNSLAEKEITTVDTTVKTKQAIMDLEPKNK
IKNEPKIEESKEEPKKEERRERGNDKHEERKTRQSEKRESRDKESKRESRDRERRDKESR
DRESRRERDEHKRREHESRTEHSRRSRSRRRERSPRRKR

EhPAP

>EhPAP|EHI 012040
MACELKEFLVKNDMYPMGDQVEKKRKAISKMTEYIQQWGKKIYIESAGVADDTDVKAATI
YVYGSYRLNVYGNNSDIDACIVSNSTITRDDFYDGLYAELLNNPDVKELKQIPSKRSPHL
SMIYLNIEFDLNEFSRTAYTSLPDNLDILNENILKNMDELDTRAINGVRNTDIIDAFVPNH
SEEAFRVMVRTIKLWTKKRGIYGYVYCFLNGISIEILVAQVISENYQLDNVRLLEKFEFFQV
YSSWDWLRTPVMLGTNDDENDKKKEGVIQILTPASPSENAAFSITKESLEMIKRELKRGQ
EIVHEFSSEGVNDWAKLFKPRHLFCGYYIFIEFIVTSSSLEGLTTTIGKFESGLVNLMKG
LSEIEEITEANVIPNGFLDEENEKYFYYVGMNVKRDCPVDISTPLNSFLSIVNSGKDLIV
DASTIKKRSEIPTKFAHSVKRSITKSQEIKETSSQVPSSAITETFDIPTKPSIEQQLKAKE
ENSIPNEEKKEQLKKEMKQEANTIVKNSSTDDDEMKREFTRKN
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EhCstF77

>EhCstF77 |EHI_098370
MONTPNEEAWESKFSALPFFSDEEQTKQGRELYKRYLGEYPTAVNRWCEY I DLEMKYGHN
DSEVEEIFRKCLVQVPDVETAKRYIKYINTCYDDTEREDIDDIELARFKKIQEGAYSYAT
KIVGLDLNASTIYREFMEFLSKSRSNEVTKKILMHNLTRI PMNERQEMFLEYEEKLDEEE
KKIEHQVFEATKSSQMRLTSYYNRTIEQQKKSDHINYCTKSKSTRSKSLLLTYIETINYES
MIEGQPRYDDGKYTTNGTDKQYENCPHSTQMKARQERTYYAMNKMLLTFYRYPQAWI ICA
QYFERRGNTELATNFLERGRAAVNCPLLKLYQSFCFMIQGNTEKALSLLDNNSELEQVFK
LKTAARAYRINEFRKLFTTIQTNLKPYAFTAATEIEYFIFGRKTASLKLFQEALKRYPNN
LPTIKSYYRFLNLITPSRFIPNALKTYGDYDVDQYMKNATLLKFKHLPKPKDTTQFLMSE
DLMHSIGEKFDDHQTSGDSSLSQFKWKPIEREVNKDI TREFIYILPPPNIYRGRKIDVVQ
LMDILNNLVN

EhCstF64

>EhCstF64 |[EHI 151990
MSSSEEKSIESEEVKEEVKEEVEKKDKKDKKDKKEKKEKKEKKDKKEKKEKKHKKDKKEK
KEHKHHHHSKKEEEEKKEEEEEKKEESKMEEEHSKEEKEDESHSEEEKEENQSEEEKEKK
EEKKDNETKEFIPVEDVKLVSVEVKNIPYGWATNDMYQYFASSGPVKTRVITNKETGKSR
GFGYLDEVDLEAANKFVEEHQGEEVDGRPLEFLDLADGKKGGDKDNNGGKEFGAFGSSNKTG
KOHTYKGKQGGDNVCEFNCGKPGHMSRECPEPRKDNRKGGFKRSEFNENKTETKNDPKHIRE
D

EhCstFS0

>EhCstF50 |EHI_ 152770
MTEVPEEHSNDFIPSLPPSFQTNEFGNERFVDLLKDILKEYTLLYEDNKALIAQLEGLKVQ
PNVRNVKEYQSDVVDTKKPKPQKSTYSHYVSKKTTEHWKFLHNYILHRDCILDLACSPWD
MSIFATASSDRSARISTAESGKCLQFLVHPRPVSSLMFHPTEHLLATGCGDGIVRLEFKIG
VTIDEDHKEQLPTTEIKIGDIVSGVCLGNDSIYTATWGGVVGVYDLHGEHISSISSSIGI
NDHITSLASDVYSPILSCTATDGSLRLIDIRTPNHARIECINAHSDSCISAQFCEQGKTI
VSTGFDKIVKIWDIKMMKAPKAMYKISYPSKINISONDKFLVQAEDKSWIIIDSNGLRHG
KLKIGADVLQREHLRLQICSSFSYDESVLYTAGLDRHVIAWGVQTN

EhCFIm25

>EhCFIm25|EHI 077110
MEEQEKRTTEPMOQEEEETIKKEEATEKRTTESMOEEETKKKEEELKKKERNEHRNYPPLLK
IYPIENYQIDKKEKLDKLKHOQTFGYQMDQLKISVEKNHVPRTSVYGVILVHKNNEFPHLLV
LOSNLSMDLKDETIHLVGGRLKIGEDDPVEGLKRKLRKKMSMEYITHYEIGELLGTFYRIE
YDKNLYPYIPVHVSQVKEIINIYMIHLVEKCDFKIFDTDKLSSIPLFALHNNFEKYNITL
CSIPTLVSRYLMIYG
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EhClp1

>EhClpl |EHI_ 008100
MTTSTNDIKTVHVNKGKELRIITGENFTFKILKGOMEWNGCELSNGTAQSIQONTWLSEY
ATEESDVEIVNSKSCYIGIKSVVEEYYSIFNNLNDNRSHFAEDEPAQITLVTGPARSGKT
TFALHQLNYQVQYGYNPLEFVDLSLSTNIITLPGCIGCTVVSNTEFSPTTQLDYNENQPLVY
CCGTTKIEDKNPLYYHYIELLAANCLTKMNSDQSVKKSGMIIRCPFISMEVIKKVVNSFK
VDLVYVMDSEQLLNEIESSQFDHCVTSSEFVNKPAGIPLCIEYNSFIRRLOHRAVNNYFYG
CSPESPLCPRSSVLLSSSAKVVTIKSLNNENAGFLPIGQPASQKPYVEEKDRQDMKKNDV
YALLNCTTVDEVLNDTTNVIGEVTVENIGISAEDONILSLQIEILSPHPIEELPSTVLVA
TGMKIEHDT

EhPcfl1l

>EhPcfl1|EHI_ 008100
MNSVNSIPIPNDELTLCQFKKVIESIKNDQGIITSLAQMAVGNVIHADLYVEIIYREYMN
STNSEKRLCLLYVIDMIVKIDINRIYVNLEIPHITSIFIETYNSANETIRLALWQLYLTW
TNVFPAQTLNQIRTSLTMISQGYRNSPAFQVRSTQPQOSQPTIIPVSYDSQGITIPISVNT
QVEPLONASFTPVRRYKQPKQYNYNSPLTTPRRTPRKOSKPSSPINVSIDMCDNSSLPPS
TDPAYKETLHPTTSPSVSTSVPVQIMSPAPTSIPVDVPIQMSPMYSQTNSVITEPVSTIH
QTTTPTIHQPQHVLGEICPICGGRFVDMERHVQYHQVLSACEGLQSSKPEESWNEQSFIQ
QEDNYQQPSCETNSYTSQPLLCSICNKPLVVVQSONGELLLKDGAIDNLGQFVHQQCLSN
SSTTAQEL

EhPfs2

>EhPfs2 |EHI_ 170080
MAEEEQCNQFKKYQDYFEKQSDLMKKYDETLFDRWLHGEKGVIDQPPQHQGERRCIDENC
CHSEMDSTYSMYCQTSRVPYCHQHYSYTRYLQPPILCTSNPGINITTKEVHTSINKNKTP
VYCMRWTPDGRRIVTGNEKGEFTFWNGLOEFNFACLSGAHDTAVRCMTWSHSGGHMVSGEQ
GSNGSSSIIYWNPSLAPVVTLKTAHSELIREVSFSPNDLREFASCSDDKTIGIWDENKQVC
EIRFDESENAVYSVDWHPTESLLLSSSKGKVRIWDPRLKEKVGMESPHKTE INKVRWNKN
GKWFLTCSKDFKIILHDIRMENKPLMIFEKHMKDVTIVNWHPIQEDFEVSGGANGVIYEW
DTEHSKPIGEIPVAHDGAIWDLOWHPVGHLLASCAHDQTTKFWSRDRCGDSLEIKKYQGT
NRDYDPIIPMYDDDLEQPYLAPVFIPNQINPSRINGFHDI

EhMpel

>EhMpel |[EHI_ 014000
MSVSFSYTARFFSRORELVISKPNALFVDAKQKIIEDMKNCNISIEPSQLVLTVGNREVN
ELDQITIPNTVIRVSVKEIEEKKEVHKEIATTKGVYIDNVERPTTQLINTRPKKQQORQLPP
GYICNRCHKPGHYIKDCPENNNPAFDKKEAAGLPMEMYEDAPDDDPTAKTLKDGRRVRLR
DMNGQGEFKPTISKNEMSEEFDIPKLLKCKKCGGLLTQACFMRCCKNTLCEECLNEVROKE
TCTMCGKQIDISKDITIIDKKTREEVOKYFDSINEKIGKHLTATNAFQMKNKNLSTKNTET
KTNPTEEENELAHQIKIIDISELFQGNNRMEQRGRYHGKALSELHIDCNENGKLIGVGED
PDEITIQKSFHPNEEEHKRSRSHSRERNQHEKKRS
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EhSsu72

>EhSsu72 |EHI_027340
MDIFQPKTNHFSESIAVICRSNQNRSISAHCRLKQLGYNVSSFGTGVYTILPGATRNFGF
QFGIPYKDIKNSLPKDEASVEYYRKNKIYQMLDRNANLKSAPEKFQDCKKEFNIIITLDY
SVFMDVLEYFDSRESSTGSLCYVFNLTVMDQLDTAEKGAIEVSEFLKLMESDSDWMNNID
HVIKSFYSKTKINVLHSMQMY

EhPC4/Subl

>EhPC4/Subl |EHI 027340
MSDKKPKHKSQDEEKEVEKTDKKKAKKEETEEE SEEKKV T HKDKKGTKKKAKKEQEDSSS
EESEEEKVSKKKAKKEKKEELKLPFDGDKYVQLGERKYVRLNQFRGTKY I DVREFYERDG
ELKPGOKGISLKDYEFEELVNNIDKIKKWIK

EhPABP

>tr|C4LWS1|C4LWS1 ENTHI Polyadenylate-binding protein, putative

OS=Entamoeba histolytica GN=EHI 198750 PE=4 SV=1
MATQTVPQSVAFAEYNENKTIFVNNLPTSVTETVLFAEVFKDFPNQVSNVHINRDSREDT
TIAYINMNSHEAALQATKKLNGTLIEGKKVNMFWSLRDFKORTONETNLYVKYIKKSVTQ
QKLOEVFEKYGHTLSVKLSSNEKNESNGFGYVKYCTVEECQAAVDARDEIAKEIGDEGFL
IAKFCKQPKNLKTNLYIGNIDKTVTEEQFLKYFETFGPIKCGADGKKEFYRFLYDEKYEKN
KGFVNYENTEDAQKAVTAPRHCVLGDSDILVTYYKTKKERKQEFKQHANETIKMNATGKYK
EYNFHVKTDKAGITEGEIRDALQODCGGIYSIKIKYVNSEPTDVVYICEFDNAQSAHQEFIQK
AQVLGWTANPFKTKQERSNANNYYNGTGIPGEFPVNFLOYFQLFPSVFNTSMNRQPKPGNK
QPRNVSASQONAKKKSKVDNNIKKQPKSIEKAPTVTEEMKNNLGDQLYDFILGLEDYDEET
TGRITGVLLESIEYSELNNMLRNKIEELKNVIKEVYENLKKINN
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SECUENCIAS DE LAS PROTEINAS DE LA MAQUINARIA DE
PROESAMIENTO DEL EXTREMO 3’UTR DE LOS RNAm DE T. vaginalis

TvCPSF160

>TvCPSF160 | TVAG 077030
MNVTHRTICDSPAPESATRCHLPFSKADCIVTANGNKLQVYSTKEDDLRLVWEKKFWGE T
FGVYRHKSGGEYDSIIVGCDTSKVIVLQVIDNDLKETEYHEFNRPGPPEPDPPKPERPFD
ISTRLRNKTIMDADPTGTCLALLLAQNILYVLPLANKIKIESTEKAGDEYHSSWKVIKDA
FAYDVHTDFKSPLYRTRDMVFLDGYKNPTLAT THELT PTWSVRLPLOKSTVAVSTVSPPL
KKKETVLISASTDKVTMWTSRALPHNSFGLVHVPDPTGGFLVLSKNAT I YMDHTNIVALA
LNKLAYLDDEVPVDITANGPGCHELYSKVGTATIDKSHILLTVDQHYLSILTLHYNGVKVT
NLSLNVNLNLEFHPSCFLSLNYTNNRSLVFMGSTTHDSTLSEI ILETEEEELASFLVDHV
MTETQNDLYQKFFKSLPRPKTLSKVKSFSVNNISYTRQLGTVANATPCLKLSQIDENEEQ
TAMALACGFKKYGCLHFVRSGIDPNLVSEFNIRGVTGIYSSENFSYILISTDEGTSVLYA
DSQNLPEINDEFTSQVSKEKTLFAGDFNNFFIQITKTVVRATKYSQEDGFSHTDLYSGSS
PAVLDARISSNALVVLEFDNYTICAYDRALEPMTPLTNKYFSRIATFGKYLFVYCTNGVLR
MFSVETMTEVATFDNFKAFPDFTAPLGKDEIPLQPSSIGIVDISFVVFESVVLLVLTPRD
GPAFFYQWVESKLFFRRIKMHRFAVTSRKNIDIIPFNGISDVFDGCFVTDPSNPFFILSE
NGYPRIIPLSESFNCKPRAFAPVMRGPYKNHFLIADEDQTRLCNLENTKPEHNFFIIDGC
TVERIPVGMTVRRIAYCONPNCVAFIASHPEPFTTENEKKI DVEVYENLQVHYQEPPSPA
KVYPDEDYETI PKWNEERYSLFLYTKDGLQQMVDYANHEIVNTVQFVHTTPMPEDGITLL
NTYLAVGSGFLSQPEKMMRGVLYTYQIRYMONDEGFNEITLRPLYNETNKIYKNPITETT
DNSGYMATFCGNLLYLMRFFNENTVKTIEAFLVGRFFASSTVSLKNYLLYADSYEGFEVAR
WRKYGKKLISMARDTMTKLPLSAAFLQYEDCLGGVVEFDDDGNAHI FDVDEYAT PADAVVR
KSTFYIGGRATISSGQFPTKAVTQATQONPNEEIDEELLOLQTKIGGHTAWYVTTHGKIGA
FTPIDENDRHKLVGVQSAYEKSLCGLSHLEYRSGKFKNMIEQDTFNQSPKNVIDCDMLID
LIEDMPDHLKFATKGLRTQDFLSELRKIYNNGVNVEFQ*

TvCPSF100

>TvCPSF100 | TVAG 363680
MESDTTSISFQPLSGAQSTTPFAYLLHVDEFTFLLDCGWTEDFRLEDIQTQIEICSHVNA
VLLSHASTIEHIGALPYLCSHGLSAPIFATMPIPALGSLLIYDSYLNIRDEEEFKEFNAND
IDOAFQKINRMTYQQSEQLDGKNITITPYNAGNTLGGTVWRIVKGONEVIYSVSVGDHSK
YLSSFSLESGLHPTLWILDARGPESHRDGKEDEFWRQIFGKLNGGKTIIFPTDGVSGSLE
VISRLKEQWKKVNWKWKIYFLSHSSPAVLKNAQSLSNYLSLDIQEKINSGEYPFEFNDPD
LSYFSCVTSIKDIDEFSQGCVVISSTDTLERGFSRKLEFLDKANSDNLITFTQREPPYSLAE
ALRTNNAHRTFRFIIKHREPLTGEELVKFMEKQSALQEKANEIEGDISDESDEVSQENIE
NSSQIAQSLKKHFFQFKRKETSDLSDYGANIVVENY LKGANPMAPSKMDTSKMIDSSLTQ
ONFIQELVYKPSKEMITQYDYNFVGTAVEWNLERTSDYSTIAYNVTSENPTDIIIIGAKK
ENCEELMKILKGKSPONTRIYIPAIGEKVSLORDLTTRKISLSRALLSGIDEFVNCGVNDI
AYTIEATLKADEHQQFVQARPVESSAGHQATEFVGTIDMSQLSSKLDSLGINNDFKAGGVLE
CGRRRVKVRLVNEKSITVEGMICPDYIKVRNAIQDLLKMI*
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TvCPSF73-|

>TvCPSF73-I|TVAG 437970
MOEVQVGEDKLTVMPLGAGQEVGRSCIILKYHRKRVMLDCGIHPAYENFGGLPFIDAIDP
AKIDVLLITHFHIDHITAVPWEFLTQTNFSGPCFMTHTTKTISKTLLVDYVGVSGRGSEEP
NLFTRADVANVONMITAVNYHQTVTHQGIKMTCYPAGHVLGACMWLVEIDGVKVLYTGDF
SLENERHLQGAEIPKSLSGEIIRPDVLIMESTHGLARIESRVDREYREFIDNVTKIIKRGG
RCLIPIFALGRAQELLIILDEYWESHPEYNGVPIYYGSNLAKQATAAYNAFYQDHNSRVV
TAKGKFEFSYVKYIRDYDFDDSLPCVVLCSPAMLONGMSRKIFEAWCSNSVNGLITIPGYI
VDGTLPQVLMKNPAEITTLSGKIIPRKISIDYVSEFSGHADFNQTSRFITELKPKRIVLIH
GVCGLMMQLKEKLLOMFVEDGLEVYTPGLCEKATMWEFQSNPSATIITGGLSDNKDNISGII
VRKDGONMIMSASELSTHTTLKTLNATMSQEVPINKPLSEYTKLLONEFGKVQVVSKKLV
LIMERLMLIYKDKETAILKWNADPTLDYLANAVTSLIMCYNDSGEKISLSDTTPEDLEVQ
KLOEALRERYSKDIEFDPDSQMFMEFQISEKSVIICIDSESPSGVKVECDKQDERLELELN
ELATTLHEFCQPLTLHQVR*

TvCPSF73-I1

>TvCPSF73-II|TVAG 183200
MHSGTKKKKEVHCQLICFGAGGEVGRSSILVEIGSKKVLLDCGVNEFTATDEKDRLPAYQD
PFPKVDLVLISHIHTDHLAAVPYLTEVLKCQAPVYMTRASQMMMPIMLDDEFLKVTENPPY
KAEDLTNCKPKIKVVEFYSRFEAAPGIFVQAFPAGHILGAACFFVQVRGLSFIYTGDESA
IADHHLSGHAVPRLFPDLLITESTYGNQVRDSIAKRERSEFVOMVHQVVGEGGKVLIPVFEFA
VGRLOEICLMLEDYWNRMGYTEPIYYTTNLGENCMKVYKQCVNWMNPTVQTNLEFDNGSTA
FKFTYSRNFNPKKSKIDESRGLVMLATSGMLNPGTPAEFNFEFVNEKWYDDPRNMVIFPGYC
GPNTFGRAVLTRDLTTNRVQFTSRRPAMTVDIIIKCKVERISFSAHADQFEIISLCDRVR
PSKVVTIHGDKPSVDALATRITQTTGIPAEAPRNNAKVTTPTKNPNVISISRDCVNFALG
QPSACEGVILKDRDRRYKMISLNDYKKNYSINVYKLNIKRRVKSAVSKEKVAEMLKKLSI
EYVINETESVCKVIAGEITISFLEEYLEVSFPVGQOKTLANKLCCLIAQ¥*

TvCPSF30-I

>TvCPSF30 | TVAG_047060

MWYFHNLONQQQSLEFKFESVLKEVDONEENDLKDY INKLSKKDRNSFHQVVCDKWVNTH
CVHGDRCQSLHEYDIDRMKKCQFWEKYHECSNKFECIFRHELTDRIGTDCQYYIRGYCKH
GDKCKRKHTPRDAVCLNYLAGFCPDGPKCLFAHPKWIDDSGIDKNV*

TvCPSF30-I1

>TvCPSF30-TT|TVAG_094550

MWY FHNLONQQQONTLEFKFEPVLREVDENEERDLKNY T SNLSRNEKNNFHQVVCDKWINTH
CVHGDRCQSLHEYNTDKMKKCQFWEKFHECSNKFECTFRHELTDRIGTECKYYNSGFCKH
GDKCNRKHTPRDAICLNYLAGFCPDGPRCLFAHPKWVDDIRIEKENX*
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TvFipl

>TvFipl |TVAG 463950
MSSEQEAEKLTDEEKPKDENPIDENSKEEGNDEYDSDEYGSEEEESSESESDDIELDQDL
NVQAQMSAIAYSTRALIQPGPLNNYEAWITQSDIVTQGSKNPWE I INPSGVHPRNNKKSI
FYYDLSALPNDVESKPWTAPGADITDWFNYGFTEETWEEYRKTMLNRIKNIEYEQEIKSL
TGDTRQQVKRN*

TvFipS5

>TvFipS5|TVAG 210560
MMELFEKTKDSTKSLGDICLDITDAFSGFPMNQWFDLETKTDEYGSPKIHAEIEIAENDE
EEEEYVEEDTTEFDTLGRGSISHDSSSDSINEIRNSRLESGDSFPIIENPNNQSIVTGNI
KIADNHEDEYEYQYYYVEEEDVTEESSSIKRIRRQTDSLIANTSYDSRQEFKITRTRRSD
SDKNKEQKSKYYTTIYRMKRDKSHDVVSKIPLSVSKFDPKFPVDTSIFASYKIHRDERQE
ENLTDQDLKKMFEQIYINDLQPTTINIEDYNPDEDSQNKTLIVRTSIEKEEQEKIERERK
EKEEKERKQKEENEKAEKERKEREAKEKQEKEEKERIERERKEKEEREKVEKEKKEKEER
ERKQKEEKEKKEKEERERKEKEEKERKQKEEKEKKEKEERERKQKEEKEKKEKKERERKE
KEEKEKKEREEKEKTEKEKKEREEKERIERERKEKERKEKEEKEKREKEERERKEREEME
RKLKEEKEKAEKEKKEREEQERKEKERIEKERREKEQKDKEEKERKEKEEREAKEKAEKE
QKERERLEREAKEKREKEEKEKIERERKEKEEREAREKAEKEKREREEKAERERKEKEQK
EKEEREKAEKQRIEREQKEKEAREAKERAEKEERERKEKEQKEKERIERERKEKEAREAK
EKEEKEKAERE IKEKEERERKQKEEKERLEREKKEREEKEKIELEARKKAEREQKEREEK
EKRELEEKAQKEKEERERIEREEKEKAEQQRIERERKEKERIEQELKEKERQEKEKKEQE
EREIIEKFMKEGREKAEKERQSLEKSVRRKEQERIEVVKVSKEKKSKTSRNIQVETKEEL
QONSAENHHEMLQFQINTDSISEIEMENQKEESEKVARILMEIEEIESSTESSAAMKEHRM
SLKDISMIPQSKQTSSSSSDLKSKEVKIAKNVSSSSTTKEKKQKSVSIRLSSRTKSTINV
SKQVHHTSTTTISSHTAPSSRNLSNELTEEKENSPKKETNSEKKESPVKKEDTGKSESDK
IEAIARYRYILQRNADLIKQVEQSKTPNPILRLRMKASIEEIDSIMEELSK*

TvCstF77

>TvCstF77|TVAG 343030
MDPERFSYLKEVYEQIQRPLPGPITDENRKLYDTFLEAFPGAFNIWIKYISEEVQISTDN
FDRVEKLEFYRCLPNVPSVDLFTEFYLQYIRSKPNLSLEDIMAAYDYALDKVGLDIKACPIY
SEYTIAFLNSHRSQIEGDLDKCRKVYHRAFVVPMDGLPILNKEYHDFENERAQQVAPSLEK
EWDGHFKTTKQAYAEKNIITQRLKTTDFFETGPGLLSVLEYWREFFILKESQNEVHVKPDQ
LHAFVEYAYRKALGPLRYQWIIWHEFAQHYLSYSNDAAAIRTYAEAVSILPHNLMLSFAY
AELLESRKRVSEALPVYRNIIKNSLNISDATLSQIQLLKFLORTEGPDAMRREFVMAFEK
GNFTYHLLIAVAEIENAVNLDRESAKNILHAGLQIYKTDSAYIEEYVSLAIKLNDIEGLI
DAYDNVCQLHKDKRMELSWRLLDFFRLANDKSGGLSSSLSRVVKNLSTLLSDYKGQRSLQ
TNEAPRKTLDLIKEYIPTLASYEKNINLVFEFALSTHGDDFENAVKSELGDDIFSGDLVR
RTIESLVNSHSAKDLYQAISLEGIIDKAIVITIRNIMEKIDEITHRIENDILAQDKTISRE
KLKLRAFFLPDGYN*
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TvCstF64-|

>TvCstF64-I|TVAG 021720
MSGDEGSNHESDHQOSGAEEQQKPEQKEEQAEQPQODDKEKKPETITVHVGNLSFETTEES
LKIKFSEFGNVISSRIPVRAQSGKSKGEFGFIEYATQEEADKATIAEMNKKEFEGRTIVVDI
SRGRSERRSSERRGRRDDDYDRRSDRRDDRRRRDYDDYDRRSRRRDYDDYDDRRSRRRDY
DDYDDYRGRGRDYDDRRRDSRY *

TvCstF64-I|

>TvCstF64-II|TVAG 211580
MSEEGENPSPOOTKTEEPAAQKEEAPKGISVHIGNLPFEYTEAKLKEIFGKYGEVLDSKI
PTNPAGRSRGYGFVSFALKEDAQKAVDELNNKEMEGRKVEVAFAKGDKKSPRSDRRDRKP
RDDRRDYDRRRADDDRYYRNDRRDRDRYSRRYEDDYYDRRRYDDDYDRRSDRRDYRRDDY
DRRDRRYDDYDRRYDERRYDDDRRRKDDDLRRDYGRDERY *

TvCstF50-I

>TvCstF50-I|TVAG 374220
MSQLKIQKLNLRFYPPGLTVVLNDNGETKTENIELPPLSVLTDLHVLAEKIVSTYEFENT
KHTKKIEAALNQILDMQTIDYSDFQLOHMHQOMHAMPLSDCSENKMGDMEVTSSYDHTACV
WNTETGEQIAKFVGHTLPVYSCCENNPYGTLVATGSEFDKTAAIWSVAENKLVYRLGGQSS
TDGHTKEVVTVAFDPDSQYVATGSMDSKAKIWDVQTGOLLOSLEEHTGEIVSVQFHPSEP
LLLTSSFDKTARLWDIRTGDCISALRGHKRETCAAYEFNSAGTNIVTGSLDSTVRVWDVRQ
ALATHVLKGHTSEVVAVAYSLDGSKVASSSIDKTARVWSTTTGECIAICEGHTDEVGKVT
FNPQGTKVLTASDDEFTCRIWDVNTGRELECLSGHQDYVTTCAEFNYSGDRIITASKDNTVR
EWRAMKTEH*

TvCstF50-I1

>TvCstF50-II|TVAG 493960
MSWMPKSPRGSREVLKATHVTFYPPKLTLEIEQONGEIANHELDLOQSLDSTTNLETLADQI
IAEESSLKPKHRAKLIQTLESMVKMQGIEYNTYVLARIIKAHEMPLTDCCEFNKMGGLFAT
ASNDKTCRIWDTLSGKELHCLMGHKQTVNVCCENNPIGDLLGTGSADKTSKIWKVGTGEC
LYTFTGHTDQVINIKFENETKTFASSSSDHTVRLYDLTTGQFHTELLGHTDIVPHIEFSN
DGEIILTGSEFDNTVKLWDIRSGSEISSLNGHTDDIFAAHFDFPCNKVLSASQDGTALIWD
LRTNQATATIMDGHGGGCTDACWSADGNYIATGAGDAVARIWDIDGKKLEDCRGHTGEINR
VMFSPQSTRLLTASVDNSCKLWDTSTGLCVDTLKSHTNEIVCAAEFNYSGKYITITASQDNT
VIQWEASITDHRC*

TvRnal5p-|

>TvRnalSp-I| |[TVAG 267990
MHNPNONPPTAQPRARAAFRGPRPOSESFQRTPASGRRPRSQVITPSTNVEFINYIPPRFET
EQDLRNLCSQYGETISSKIMINLETGQSKCFGFVKFRELSQAHAATQATIDGMSIGNKRLL
AKYAESQEKHEKLSTMLYIKHLPLSIDVNGVYQIFSRFGEITQVSPHSVDSTDPQYWRCE
VRYQTQEAATEAMSMNNQIIVEGSRPIHVKYADEARLSGSEVLPPTGSTPSAPTEDEQRK
LLPSFFEN*
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TvRnal5p-Il

>TvRnalSp-II|TVAG 023270
MSEDRNLAAAPRRRINRWERPKSEAFVKDRIQTKKTRSQTIEPSTNVEINYIPPNYNQDD
LKNLCSQYGEIVCCKIMINLETGQSRCFGFVRFKELSQAAAAIRGIDGMTIGNKKLLAKY
AESHERQEIASSMLYIKKLPNSVSIEDVRRMFGVYGRIIQCVQHSVTSLDNESWRCEFIQY
YSQEEATNAMHFMNNKIVVEGTKPIHVRYADETRLSGNYILPPPVMTEDLPQIDQHQOLLP
SFFEN*

TvCFIm25

>TvCFIm25|TVAG 495750
MNRIPSIGLGTWKSPRSDDLVNAIVYAVKEAGYVHIDCAAVYGNEDIVGQAFKKLWDMGI
KREQLWITSKL*

TvCLPS3

>TvCLPS3|TVAG 162880
MSIVDIHPNYDLRFRLSLGDVVKLKVVEGVVWLFGWQIPLETELTFRDESFTLSSEFVPSK
VMLIESAVPYYSAMSQIPKITERQLOKEVITIIGGSKSSGKTTLARWILNTREFIQGVKTEY
VNADTYQAPFATNGCIGLAYIDRPIDNNGFQLIDPILLYFGHSDIKQSRKTLYEGQLLQI
RDNILHKLEALENPQDVCIVIDYPTIREPFMGESLQEVMNMFGATHEVTLGDDALGELAP
KTSDIIVQKLPVLPGALYINETIKSRLVNKAIREYFYGTPECPLKPITKTIQRSEFEAYS
LGTLNYISKIMLPSGADSPDPKVLNKIGITOMLNKRILAVIPQVPRPDVWKMNIVGEYCL
ISVDEMKEEITILVPSEVPPPESYLVAGTIEFNEV*

TvClplp

>Clplp|TVAG 317830
MOQTTTTTTDPIRKREDSDSEARFLLTPGQSITLSVDSGSVEFYNGWQLPETGQVVEFRDKDFE
TLMSYKDSYTLKFMGKLPREFYAAKRIPQESVPAYDLISQKSVVAVCGPPLSGKTTACQTI
INSALHGVPQHPKEKPIPIYVNLDPAQAPFCPPGSIGALPITKPIDNTGFKIENPLTYFF
GHTEIDEAHRDRYTDLVHELATYVKQRRQAISQSDGGVVIDLPSPTNEHVLPGIAQATIKD
FEVTHIVCIGDDRLVATFQRSFPWISVWGMPALGAAHDDEISIRTAQRSLDTKRYFDGDD
SADLVSMTYRFTNRDDFKLYKVDKREPEEVPISTSLMASVVAIVQRPHVSNELWKQNVLG
YLTITKVONEDNIEVLKPKQPLPNNVQFIIGSIKYFIK*

TvPcfll

>TvPcfll|TVAG 100880
MSYNDRSYNGRNDGPGGYQDYNONGNKYDNYNQGNRYNDGHNGNENGPNGNQGNYNQGGR
FNGPNGPNRNYNQGGRYPGDNYNQGGRGYNGPRGGPGNYGPNGGYNDNNYNGPRGGPGYG
GPNGPNSGYNDNGPRGGPGNYSPNGGYNDNNYNGPRGGPNGGENGPNGGGYNGPNGPRND
PNDKGRRNDNENGNGNENDRGGYGNDRNGYGNSNDNRGYNNDRNNHGNQNDRRNYSDRRQ
NFDGRGPRGGNQQIHDEPVDAPTTEELDEVRDILKGSNVTDTHSTVSRNVQDEPW*
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TvPAP1

>TvPAP1 | TVAG 388620
MLPQYEPRQKPQTEEGPTGAELQASIELQRFIDKYDAPATEEQKTKRQEVLSKIKILINE
FVRITAKKTGNTAEGLENVESQLVPYGSYRLGVVSEGSDIDCIVVAPSEFVKRSDEFENTEY
EMMINHPSVKELVKVENAYSPIMSFHYDGIEIDLSFASLAMTTVAEDTDFADDHILDNVD
EESVRSLNGRRVNDMLLOQLVPNQDIFRVVLREFLRIWAKKRCVYGNVEGYLGGVNLAILAA
FICOQRYPKKSPAYITIVMEENDLATWTWPEPIYINTPTTGNRSNWDPTRQQDHKDCMPIIT
PAYPTINSLHSATKSSRNRMTVEFKRGFKVASACLKSEASWERIIDSPKFEVRHRKEVEV
LVVATEEKVYTEFMKFVQSRVRFLAINIETQLRHVSHAY IWPVEFPANGYRGNEFCSVEY
IGLSYHVPKDENQSRTLDLTSPAKKWVDDIRQKAPPNADVILDVVDTKDLPSEFLEFPNGER
PEVKNVKKVEQPAK*

TvPAP2

>TvPAP2 |TVAG_ 107950
MIDENIRKLESGEAFSKLDSEVIDIIKRTVTEILPKNVIVRIAGGWVRDKILGKENDDID
IAISGATCTEFSQTMVKVLGPNTKVVILEANHEQSKHLNTARVCLEFRDEWLDICGLRSES
YSEGETSEGTAQSDARHRDEFSMNALFEFNLOQTMKIEDYVKGVQSIKDKVIRTPISAIEDET
DDPNRIVRCFRFVAKYDFQIDQEILDAIPKIIPLFLHNITKDRIATELTKMLHAKSAFFA
MOHLISSGMLSPIFDSESLWSLDMEKTLORVRRVHQIQPDLTGNDSMITYFAAVLLDLEE
KKAVPDPEKKNKPMPAITYQIVRSMRLONALADNVKKILHGKLMVEKIFKDGMNRVNVGR
FVMSTGPLFYLVRPLLOTDDLLDFYDNKLKPFIEEQNLSKSYEMKQILDGVTLASVHGIK
PGPGLKDLIDOMIDWQFANPNGTSDDYKKYIAEKKGH*

TvPC4

>TvPC4 | TVAG 255210
MAEKGLDSYSVQEKKETSYVFPLSDDEKAKKRIQVHKFKGKILEFDIRELYCKDDEWLPGK
KGISLRVEDFKKLKELMPLVEEAIVALGGNLDDDSE*

TvSimplequina

>TvSimplequinal| TVAG 494090

MTODTNLGYDVKSLMAKFEKEASSSAVNWKNTATILTNLGKIVTTLPEKAIDESNEFLOME
AKFSEFLESHAEKITLOTKILIVKILONSAIIMTKKQFITQADVAISIISDQFENECKKE
TPNVGYLITLLDAFFHFIRFQIGDNKEYVETINNLNNVVPKLSSSKKTSLRYALQLDITK
NDSILAWEKDLRKLLTSLEIAITTTRNTNAIPPRTPRDNETRLKVONTLLTYQPDIVLAL
VIEGFKKLRPSPNFKLSETVNTTIQEIMSITQEDVDYDMHEMNIETSEYIVEQGLEKMAQ
RMKFTSQKVQOSHFLAMIICTTDQSEGEKYLNCTGRCTETAIRCASTDISSLLPFLINWVC
YEYVKSPRERFVRITEKVAVAICGKLSEKDAPQESSILVEFLRSLPAIDPSLESVLADQVN
RSPNTSRIITFAMANVVONTILIQKDSLNSIFELCISPDQLIRKNAIEIMINSEFYAGRLE
VTEIEDYSKDKLKQGSLEEDONSAERYLHIFFEVLKONVNLLLNLLEMYDKMNEKVQSSV
RTHLLTOMPQIGEFNYDIISGLFAAQNAENVKLIHFILDNLSKINTIPSQITVLIKSEFEK
TNDGRFLIPIIQTLTETEFEFNYIPIFLTLRKSGRNRAFEIYIMOKLKNQAKEPRVKLISE
LLKPIEAKPYKSQIAALNYCMSKKDVIDYTTIAAAVNKTMTSSKKNLDLICEPLLEFIVDE
YSENSKHVEKICQDLIKMNVHENEFAWPKMITLFEKMNMEFKIYNLPLEKIEEVAKKCPRL
LTEFMKNDSNKKKVPKKVLOLLETL*
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TvFY

>TvEY|TVAG 121040
MSENFEKKNLIEMINYGGDEEPQERPONNMRQPDONYDGRRFRKAISRRWCDHRQAFELY
TQARPYNEYDVFPONVSIGYRNLLPPFCYDTSGISICAKFIAHKNNKEFRASTKALAWQPD
SLRVVVGDQOGNITMENGLAFFYEFHIPASNTGIHDLIWTHSGDYLLTVDAMKQQQQSPT
IKIWQANYNNVEKRSINCTKDIHQITISPTDRKFALCSSDYTVKVWDLATLTEEMVETGH
GEAVRTVDWHPSQSLICSGGKDNCLKFFDPREDKPINTLTVHRNVVTRVHWNPNGNLLAS
CGRDSMVYITDVRTMSPIAECKGHENDVFAVRWHPIREDLLVSAGYKGDILWWTTGSNEP
IYSRMKGHNKAVFQLKENPMGTILASTGTEGVVKEWVRNMCGTDLLGSYSEANKKRDVEK
KRDVEKSDIPGLQRYNPLHGLPDDVEEDEESVVPTTSRNYVTPSQFHQVQSQPNYDDDED
EDDYAQGGVADDDNNDDD*

TvSsu72p

>TvSsu72p | TVAG_ 229140
MTSNNQLAFACVCASNVNRSMEGHRVLKEAGFNVSSYGTNDYVKMPGASNVPLQFDFGAT
YKEILSKMESENNQYYEEQGLIKMLRDDANTKEKPERWSSTFNPATLKYFDVIFTYDNNV
MDRVLNEFRENGNRTFQISHVVNIQTPDSRDNAILSRQYTLRLAQMLSAATDLTENLEST
VDQFNMENGNPKDSFVASFHIVSY*

TvHrplp

>TvHrplp | TVAG 245890
MAIRFHDONKDCTLFLCDISEHVTEEILTELFMQVGPVVEVNIPRDRITNRMNGYAFVEF
RTEQDCMYALSVMQGVKLFGVPLKLSANSTPSTGDELDVGAKLYIGNLSQDVNDGNLLQT
FROQFGNVLHARVVVDPATGKSLGHGEFVAYDSFDAADKAKKAMNGEYFGGQPITVSYAYKS
GTKSGEKHGDRSERSVAPNAQIATQLKKIKRAVNAIPDVGV*

TvMpel

>TvMpel |TVAG 265310
MRSRIEYCFCSKKKSSYVTINQSTVALKQLINQIKEQEQLADQDNVTLVVKNRQTGEVYK
NEYEFINRNTSVIVYRVPLTSKIYLETKPVAQPAEQAAPQQDQTAEEQAAKLAAEAQAAA
EEVPDENSLNKLEARKQEDEFFYKRONIPRSYILRPLOGKIILPYNEVAYFQRPEDPPFA
RNRWTLEDLQRWMCPICNRIMTHATLTPCCKVAYCDSCITEALLNEDQRCPNKDCRRTGI
VPSMLTPATQLRNEIKEWQKEFDVNKLKTTEEFNKMSEQNRDEQHERSVHHEEVQEFKIPD
KPATGEQRHRDDTPRTRDDRPRSRDDRERSRDDPVEPRRNRDERVRTRDDRVRTRDDERV
RTRDDERVRTRDDEMVRTRSDERVRTRDEDERVRTRDDERVRTRDEDRVRSRDEDDKPRS
RNDDRDRDRDRDRDRDRDRDRDRDRERRRDDRDRERRRDDDDDRDRDRDRDRDRDRGRDR
HRDDRDRDRDRDRDRKDRDRDRDRDRDRDRDRDRDRDRGRDRDRDRGRNRDRRRK*
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TvSw2p

>TvSw2p | TVAG 16940
MSAPSSRDRKSNPSREEAALRSYFPAMKLLPDKQFHSDVAFROQTGEHFAVISENNMISLE
DVATCNLVKSIPNRKYQCNKLLEFHPDSVRIILNSENDNDHKARLLNVETDGFDLYYTGPN
GQITSMATTDACLFTVSEDERLHVEFDVKTAEVITKIDCPRESQVATHPNGKCMVLANTSE
LSLYDIRNMDQSVCSIHFSPGCKVAPHFGEIGNNLLITGSKYAKLHSLRDLSVIRTFAQL
EDEFFTTGACFTADEKYALVGSSDNSILAYDVPHSRKDTPLYEKTVLTGHISPVKGIAVS
NRYFNMVSFGEDCLEWSVDIDSEFNSLGYKE*

TvGlc7pl

>TvGlc7pl |TVAG 101240
MDLDQIEQKLFTVINKPLGTPSGITVEEINYLCQTVKEIYLSQPILLELKAPLTIVGDVH
GOQFHDLIRIFESKAYPPNANFLFLGDYVDRGKQSIETVCLLFIYKIKYPDHFFMLRGNHE
CTYINRLYGFYDECISNFDIDVYTTFSEVENCLPIAAITIEDKIFCVHGGISPELNSLDQI
RDVORPFEIPEEGLIADLLWSDPSADATDWENNERGVSWCEFGPQQVEDFLTKEGFDLVCR
AHQAIMDGFEFPFPESQSIVTVESVPNYCNEYENKGAIMHVEENLEFCNFTVLEPKKYDDD
YEFEIRAGSPPRGSTCERNYNQENVVVSDV*

TvGlc7p2

>TvGlc7p2 | TVAG 379450
MLDEIEQKLLALKNQPMGHIAGLTETEIQFLCKNVSDIFMEQPCLLELKAPLTIVGDIHG
QYODLLRVFDSTGYPPNSNYLFLGDYVDRGONSIENVCLLFCYKIKYPNTFYMLRGNHEC
SYINRLYGFYDECIQNYSTDIWRLFCDVFNRLPIAAIIEEKIFCVHGGLSPSLNSLDEIK
NIERPIEVPEEGLLCDLLWSDPNMDVDDWEDNERGTSYCFGAQQVEDFLTKFGFDLVCRA
HQATMEGYEFPFPDRQSIVTVFSAPNYCNEYMNKGATILSVSDQLFCSFTILNPMKYESDF
NLQPRPGTPPRATTGEQESEFTVATNE*

TvRrbp6

>TvRrbp6 | TVAG_480160
MFLLLFVALRATETRANSKDPKPTDALNKPAPSTGNGKEIQAPLTKSNTTKVGNTNATLP
TNTNPNPLPTKNATVNKNVNT PGKNLTQKLNKTAAT PSEGVAKVNTTAPAVAKPTNSSKV
PQINQTVKPKVVVPNPALPAPMKEVVNTTTKIANTTAKPQLKTGNQTAKVNSTNASTTVP
SGEKPKTSPISRNTVEKKDNETKKKDNETKKKDNETKKKDNETEKKDNETEKKDNE TKKK
DNETEKKDNETEKKDNETEKKDNETEKKDNETEKKDNETKKKDNETEKKDNETEKKDNET
EKKDNETEKKDNETEKKDNETKKKDNETEKKDNETEKKDNETEKKDNE TEKKDNETEKKD
NETKKKDNETKKKDNETEKKDNETKKKDNETEKKDNETEKKDNETEKKDNETEKKDNETE
KKDNETEKKDNETKKKDNETKKKDNE TEKKDNETEKKDNE TEKKDNETEKKDNETKKKDN
ETEKKDNETEKKDNETEKKDNETKKKDNETEKKDNETEKKDNETEKKDNETEKKDNETEK
KDNETKKKDNETKKKDNETEKKDNETEKKDNETEKKDNETEKKDNETEKKDNETEKKDNE
TEKKDNETKKKDNETKKKDNETKKKDNETEKKSEEKDGEEKKGETSNTPTKPANQTTKTN
TTAKPVLKPGLNQTTKVNTS I PEKKEENKEEEKEIQSSEVSSESESELDSESPIGSESSC
SSEMSEESATSAESEIPVEPSTISASSESSSSSSSSSSESSEMSEVEEDKDTEPKPTPSPE
KKDEKEDDDKKEKKKEEEEKKEEKKEEDDKKDEKKDKDDDEKEEEKKKEKEDKKDDDEKD
DDEKIEEKKEEKKEEKKEDKPKEEEKKEEKKEDKPKKEKKEDKPKEEEKKEEKKEDKPKK
FEKKEDKPKEEEKKEEKNEEKKEEKKEDKPKEEKKEKKKDDDEDEEDAKQQNNPANKGKNE
IVTESYISSKGFFFLVSIIVGVVAVAGAAYYFIRMRRRPDEQQEEPLLITDEFY *
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TvPABP

>TvPABP|TVAG 385330
MATLTTQIFVGDLPKDIDESFLKQFFAESGEIIPNSGIVLKKHKTLDSSFAFVTFATHEQ
AAKAMKNLNYTKLDGRPIRILWCDTETKAITIKSGRGSLFINGLDESIEVSQLHDAFSNEG
EITSCKIPLTDGKSRGYGYIQFRNPENAEKAKLELADASINGKPIKIDNYNRKSRRNPDE
DFTNVYIKPLPVDQVKTDEDLRKIFEPFGEIQNPSLKKDENGNSKGFGFCNFKLHEDAVK
AVEGLNGQEMFGVTLQVNRLMSKREKELYNIKKHTEKVEKFAEETNGRNLYVKSESKDVT
DKEFQEYFSKFGEIELFKIERVPETKESKGEFGEFVLYKSKEDAQNATEMAMLERLHGDLPY
VGFFQTKAAHERVKVKNTHPRPSAVPAIAGNLMENSMTTIARQYQPVEDNSPKGQLKQLL
QEKGVLGTNLKRLLSSVSAEQAVNLVKEQSKFEIWYSHNAN*
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