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l. Resumen

Los teldmeros son complejos de proteccion altamente regulados y dindmicos en
los extremos de los cromosomas, que consisten en repeticiones cortas en tandem
de DNA y proteinas asociadas. Los factores de unién a repetidos teloméricos 1y
2 (TRF1y TRF2), son proteinas esenciales para el mantenimiento telomérico que
tienen una arquitectura definida por dos dominios: un dominio TRFH conformado
por una estructura de nueve alfa-hélices y un dominio de union a DNA (MDBD)
identificado por su similitud de secuencia con el motivo de unién a DNA de tipo
Myb. Entamoeba histolytica contiene tres genes que codifican para proteinas
similares a TRF1 y TRF2, las cuales fueron denominadas EhTRF-like I, 11 y lll. En
este trabajo, mediante andlisis bioinformaticos analizamos la estructura
tridimensional de los dominios TRFH y MDBD de la proteina EhTRF-like I.
También, estudiamos la afinidad de unién de EhTRF-like | a secuencias tipo STR
de Entamoeba histolytica mediante ensayos EMSA y realizamos una busqueda de
proteinas asociadas a esta proteina que pudieran estar participando en la
magquinaria telomérica de este parasito a través de ensayos de tipo pull down.
Nuestros resultados muestran la presencia de residuos de aminoacidos
hidrofébicos en el dominio TRFH, los cuales podrian ser parte de la superficie de
interaccion del dominio, posiblemente mediando las interacciones proteina-
proteina que se requieren para formar tanto homodimeros como complejos de la
magquinaria telomérica. Por otro lado, se confirmé que el dominio Myb de unién a
DNA (MDBD) tiene una estructura hélice vuelta hélice altamente conservada.
También, se determiné la afinidad de unién de la proteina rEnTRF-like | con la
secuencia candnica humana la cual mostré una Kq de 6.8 nM mientras que a la
secuencia tipo STR de la unidad NK2 de E. histolytica mostré una Kq de 2.9 nM.
Finalmente, se identifico como socio de interaccion de la proteina rEhTRF-like | a
la proteina EhTRF-like Il entre otras, o que podria sugerir que son proteinas

necesarias para proteger los extremos de los cromosomas del parasito.

EhTRF-like [ de Entamoeba histolytica. Pagina 15



TESIS

. Abstract

Telomeres are highly regulated and dynamic complexes at the ends of the
chromosomes, which consist of short tandem repeats of DNA and associated
proteins. The telomeric repeat binding factors 1 and 2 (TRF1 and TRF2), are
essential proteins for telomeric maintenance that have an architecture composed
by two domains: the TRFH domain consisting of a structure of nine alpha-helices
and a DNA binding domain (MDBD) with a sequence similarity with the MYB DNA
binding domain. Entamoeba histolytica contains three genes that encode for
proteins similar to TRF1 and TRF2, which were dubbed as EhTRF-like I, Il and Il
In this work, through bioinformatic analysis we obtained the three-dimensional
structure of the TRFH and MDBD domains of EhTRF-like I. Also, we determined
the binding affinity constant of the rEhTRF-like | to the STRs sequences of E.
histolytica and to the canonical TRF sequence by EMSA assays. We also perform
Pull Down assays to determine proteins associated to rEhTRF-like | that could be
participating in the telomeric machinery of this parasite. Our results showed the
presence of hydrophobic amino acid residues which could be part of the
interaction surface of the TRFH domain, possibly mediating the protein-protein
interactions that are required to form both homodimers and complexes of telomeric
machinery. On the other hand, it was confirmed that the MDBD domain is highly
conserved. Also, the binding affinity of the rEhTRF-like | protein with the human
canonical sequence was determined showing a Kd of 6.8 nM while the STR type
sequence of the NK2 unit of E. histolytica showed a Kd of 2.9. nM. Finally, it was
identified EnTRF-like Il as an interaction partner of rEhTRF-like | protein, which
could suggest that they are necessary to protect the ends of the chromosomes in

this parasite.
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I1l. Introduccidn

3.1 Cromosomas

El genoma es el conjunto de secuencias organizadas de nucleotidos, que
especifica las instrucciones para el desarrollo y funcionamiento de un organismo.
Todos los seres vivos, desde las bacterias hasta los humanos, almacenan su
informacion genética en estructuras denominadas cromosomas, formadas por
acido desoxirribonucleico (DNA) de doble cadena y proteinas. El DNA es una
molécula que forma una doble hélice, en la que cada cadena de la hélice es una
molécula lineal formada por subunidades llamadas nucleétidos. Cada nucledétido
del DNA tiene una de las cuatro bases nitrogenadas — A (adenina), G (guanina), T
(timina) o C (citosina). Estas cuatro bases constituyen el cédigo genético, que en
distintas combinaciones especificas determinan la secuencia de aminoacidos de
las proteinas. Las proteinas son unos de los productos finales de la expresion
génica (Klug, 2006).

Los cromosomas de eucariontes (cuyas células tienen un nucleo delimitado por
una membrana) son lineales y se encuentran divididos por una estructura central
llamada centrémero, la cual es fundamental en el proceso de divisién celular. El
centromero divide al cromosoma en dos regiones: la region p (brazos cortos) y la
region q (brazos largos) (Fig. 1) (Flores y Mayani, 2013). Cada especie tiene un
ndamero caracteristico de cromosomas denominado el nimero diploide (2n). En
células diploides los cromosomas se encuentran formando parejas, llamados
cromosomas homoélogos los cuales son idénticos en tamafio. En la mitosis, los
cromosomas se copian y distribuyen de tal manera que cada una de las dos
células hijas resultantes recibe una dotacion diploide de cromosomas. La meiosis
es una forma de division celular asociada con la formacién de los gametos en los
animales y de esporas en muchos vegetales. Las células producidas por meiosis
reciben una sola copia de cada cromosoma, llamado el nimero haploide (n). La
informacion genética contenida en los cromosomas dirige la funcion celular,
determina en gran medida la apariencia externa de los organismos y sirve de

unién entre generaciones en las especies (Klug, 2006).
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Teléomero
Brazo p >
Centrémero P>
Brazo q >
Teldmero

Fig. 1. Esquema de un cromosoma mitotico humano. El cromosoma lineal se subdivide en dos
regiones, separadas por una estructura central llamada centrémero. La regién mas larga del
cromosoma corresponde al brazo q y la mas corta al brazo p. Puede observase que los telomeros
se localizan en los extremos del cromosoma tanto en su brazo q como p (Tomado de Flores y
Mayani, 2013).

Los cromosomas, solo visibles durante la mitosis estan formados por fibras de
cromatina estrechamente espiralizadas. Tras la division celular, cuando las
células entran en el estadio de interfase del ciclo celular, la cromatina se
desespiraliza y los cromosomas desaparecen. Durante la interfase, la cromatina
se encuentra dispersa en el nucleo, y se replica el DNA de cada cromosoma. Al
continuar el ciclo celular, gran parte de las células vuelven a entrar en mitosis, en
la que la cromatina se condensa de nuevo y los cromosomas se hacen visibles al
microscopio oOptico. Esta condensacion representa una contraccion de unas
10.000 veces para cada fibra de cromatina. En la cromatina eucariotica, hay una
cantidad substancial de proteinas asociadas al DNA cromosOmico en todas las
fases del ciclo celular. Las proteinas asociadas se clasifican en histonas cargadas
positivamente (basicas) y en no histonas. De las proteinas asociadas al DNA, las

histonas desempeian claramente la funcion estructural mas esencial. Las

EhTRF-like [ de Entamoeba histolytica. Pagina 18



TESIS

histonas contienen grandes cantidades de los aminoacidos lisina y arginina, que
estan cargados positivamente, lo que les posibilita unirse electrostaticamente a
los grupos fosfatos del esqueleto del DNA, cargados negativamente. El modelo
general de la estructura de la cromatina se basa en la suposicién de que las fibras
de cromatina, compuestas por DNA y proteinas, experimentan diferentes grados
de enrollamiento y plegamiento al condensarse dentro del nucleo celular, los
cuales se denominan heterocromatina y eucromatina que corresponden a
regiones de los cromosomas gque permanecen altamente y menos condensadas,

respectivamente.

Cada cromosoma eucariotico consiste, en toda su extension, en una molécula
continua de DNA de doble hélice con nucleosomas repetidos, lo que podria llevar
a creer que todo el cromosoma es estructuralmente uniforme. Sin embargo,
aunque la mayor parte del cromosoma se encuentra presente como cromatina
desespiralizada, algunas partes permanecen condensadas y se tifien fuertemente
durante la interfase. Las areas heterocromaticas son genéticamente inactivas
porque no contienen genes o porque los genes que contienen son inactivos.
Ademas, la heterocromatina se replica mas tarde que la eucromatina durante la
fase S del ciclo celular. ElI descubrimiento de la heterocromatina proporcioné las
primeras pistas de que partes de los cromosomas eucariéticos no siempre
codifican proteinas. La heterocromatina se encuentra en diferentes regiones de
los cromosomas eucarioticos. Los extremos de los cromosomas, denominados

telomeros, también son heterocromaticos (Klug, 2006).

EhTRF-like [ de Entamoeba histolytica. Pagina 19



TESIS

3.2 Telbmeros

En la tercera década del siglo XX, Barbara McClintock y Hermann J. Mduller
encontraron que los cromosomas portaban en sus extremos un componente
especial que les conferia estabilidad. Muller nombro a estas estructuras
telomeros, del griego telos (final) y meros (parte). Los estudios de McClintock
revelaron que, sin estas estructuras terminales, los cromosomas se adherian unos
a otros y sufrian cambios estructurales, lo que afectaba la supervivencia y
fidelidad en la replicacion de los cromosomas (Flores y Mayani, 2013).
Posteriormente se encontr0 que los telébmeros del protozoario Tetrahymena
contenian una secuencia repetida de nucleétidos muy corta, compuesta de dos
tipos de nucledtidos: timina (T) y guanina (G) que se repetian muchas veces al
final de los cromosomas y que no codificaban para ninguna proteina. A partir de
entonces, se han estudiado los telomeros de diversos organismos, y se ha
encontrado que su secuencia repetida de nucle6tidos es muy similar entre

diversas especies (Flores y Mayani, 2013) (Tabla 1).

Tabla 1. Secuencias teloméricas de diferentes organismos

ORGANISMOS REPETIDOS TELOMERICOS
Vertebrados

Homo sapiens TTAGGG
Artrépodos

Bombix mori TTAGG

Protistas

Plasmodium vivax TTTTGGGG
Giardia lamblia TT(T/C)AGGG
Trypanosoma cruzi TAGGG
Tetrahymena thermophila TTAGGG
Oxytricha trifallax TTGGGG
Physarum polycephalum TTTTGGGG
Kluyveromyces marxianus TTAGGG TCGGATTTGATTAGGTATGTGGTGT
Neurospora crassa TTAGGG
Caenorphabditis elegans TTAGGG

Algas Verdes

Chiamydomonas reinhardtii TTTTAGGG
Plantas

Arabidopsis thaliana TTTAGGG
Hongos

Saccharomyces cerevisiae TG2:3TG16

S. pombe GosGGTTACACo1

Kluyveromycetes lactis

ACGGATTTGATTAGGTATGTGGTG
(TGATTAGGTATGTGGTGTACGGATTT)

(Tomado de Li, 2005).
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Los telémeros son estructuras esenciales que cubren y protegen los extremos de
los cromosomas lineales. Los teldmeros ocultan los extremos cromosémicos de
los mecanismos de deteccién del dafio del DNA y de la maquinaria de reparacion
del DNA. Cuando los telomeros se vuelven disfuncionales, los extremos se
detectan como rupturas de DNA bicatenario (rupturas de ds-DNA). Este
reconocimiento da como resultado la activacién de puntos de control del dafio en
el DNA que desencadenan la senescencia o la apoptosis, asi como eventos de
reparacion de los extremos terminales de los cromosomas mediante
recombinacion no homéloga (NHEJ), un proceso que crea fusiones
intercromosémicas. La funcién protectora de los telomeros esta mediada por las
actividades de complejos proteicos asociados a los teldmeros y por una estructura
tridimensional denominada los T-loops (de Lange, 2002) (Fig. 2). La longitud de
los telémeros es muy heterogénea de cromosoma a cromosoma y de célula a

célula dentro de una poblacion.

Chromosome

. Telomere

@4 _ Shelterin pr{:ltems Single stranded

3 ““"f DNA-binding

protein complexes
7

’ Qe & @
‘““““u-_{

Repeated G-rich

double-stranded

DMNA sequence Single stranded
DMA overhang

Fig. 2. Componentes de los telémeros. El complejo del telomero humano consiste en una region
cromosoémica terminal de la secuencia TTAGGG repetida en tdndem unida por proteinas del
complejo Shelterin (Tomada de Blackburn, 2015).
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Los telémeros de organismos como Homo sapiens estdn compuestos de copias
en tandem de una repeticion simple tipo STR de DNA con la secuencia
(TTAGGG)n, que es transcrita por la enzima telomerasa. La telomerasa, es una
enzima transcriptasa inversa responsable del mantenimiento telomérico, se
reprime transcripcionalmente en la mayoria de las células somaticas humanas
diferenciadas, la longitud media de los telomeros estd sujeta a un control de
accion cis, que, en gran parte se ejerce sobre la actividad de la telomerasa en
cada telémero. La mayoria de los teldmeros estan compuestos de DNA telomérico
duplex, con la excepcion de las ultimas 50-500 bases de la cadena rica en G, que
forma una proyeccion telomérica en el extremo 3' monocatenario (Fig. 3). Esta
proyeccion telomérica de longitud variable es el resultado de un procesamiento
por parte de una exonucleasa 5°- 3" aln desconocida activada en fase S tardia y
G2 (Verdun y Karlseder, 2006). La evidencia sugiere que la proyeccion telomeérica
3 ' esta secuestrada en una gran estructura, denominada t-loop. La formacion de
esta estructura implica la insercion de la proyeccién 3' - telomérica en el DNA
telomérico duplex, su hibridacién con la cadena rica en C y la deslocalizacion de
la cadena rica en G en un bucle de desplazamiento (bucle D). Se ha propuesto
que los bucles en T estan especialmente bien adaptados para proteger los
extremos de los cromosomas de la reparacion del DNA y los mecanismos de
deteccién del dafio del DNA (Choi, 2011).

Variable loop size

t loop L( B load

Strand invasion of 3" overhang

2—-100kb ds [TTAGGG]n 50-400 nucleotide 3 overhang

Fig. 3. Estructura de los teldmeros. Microscopia electrénica donde se muestra la formacién de
un t-loop en cromatina aislada. Asi mismo, se observa la representacién esquemaética de un t-loop
producto de la hibridacion la hebra rica en G en la hebra rica en C. Finalmente se ejemplifica la
secuencia de la hebra rica en G que conforma la proyeccion telémerica 3” de H. sapiens (Tomada
de de Lange, 2010).
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En la mayoria de las células somaticas humanas, los telémeros se acortan en
cada ronda de replicacion del DNA, en parte, debido a la incapacidad de las DNA
polimerasas para completar la secuencia de DNA que queda posterior a la
eliminacién del ultimo cebador de RNA (Levy et al., 1992). Cuando la longitud del
DNA telomérico se vuelve criticamente breve, se activa la respuesta al dafio del
DNA, lo que desencadena la induccién de la senescencia replicativa (d'Adda di
Fagagna et al., 2003). El proceso de senescencia en telémeros debido al
desgaste que sufren tras la replicacion esta intimamente acoplado a la induccion
de una respuesta de dafio en el DNA provocada por las vias dependientes de
ATM y ATR (Fig. 4), la reparacion de telomeros por NHEJ generaria fusiones
letales de cromosomas y HDR podria cambiar la longitud de los telémeros. Por lo
tanto, los telémeros necesitan bloquear estas cuatro vias distintas. Finalmente, los
telomeros actian como un ‘reloj” que determina la vida util a nivel celular,
mecanismo denominado “reloj mitético” o Limite de Hayflick (Diotti y Loayza,
2011).

NHEJ - dicentric chromosomes
and genome instability

/,\ HDR - terminal deletion
- tel. length changes
L | | P Telomere

DNA damage T~ ATR kinase

-G1/5 or Gz /M arrest
- apoptosis/senescence

ATM kinase
- 54/5 or G2/M arrest
- apoplosis/senescence

Fig. 4. Proteccion de los extremos terminales del cromosoma. Los telomeros deben inhibir las
cuatro vias que amenazan los extremos finales de los cromosomas. En las roturas de DNA, la
sefializacion de ATM y ATR pueden activarse y las lesiones pueden repararse por NHEJ o HDR
(Tomada y modificada de de Lange, 2010).

Tanto la proteccion como la longitud de los telomeros estan mediadas por un
complejo proteico estable, llamado complejo de Shelterin. A su vez, este complejo
se ha asociado con interacciones transitorias posteriores con factores proteicos

gue no estan asociados cuantitativa o establemente con los telomeros.
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3.3 Complejo Shelterin

El complejo Shelterin (también conocido como telosoma) se asocia y juega un
papel esencial en la proteccion de los teldmeros y la regulaciéon de la telomerasa.
En su forma mas abundante, el complejo se compone de seis componentes
principales: factor 1 de unién a repetidos teloméricos (TRF1), factor 2 de union a
repetidos teloméricos (TRF2), proteina de protecciéon a telomeros 1 (POT1), factor
nuclear 2 que interacciona con el factor 1 de union a repetidos teloméricos (TIN2),
proteina de interaccion con TIN2 (TPP1) y proteina ortdloga de humano de la
proteina activadora / represora 1 (RAP1), (Choi, 2011) (Fig. 5). TRF1 es una
proteina multifuncional que esta implicada en el mantenimiento de la longitud de
los telémeros, progresion del ciclo celular, la resolucion de los telédmeros
hermanos, asi como la reparacion de ruptura de doble cadena de ADN. En células
que expresan telomerasa, TRF1 actia como un regulador negativo del
mantenimiento de la longitud de los telomeros, mientras que en células con via
ALT, TRF1 estd implicado como mediador positivo de recombinacién homéloga

del mantenimiento de los telomeros (Florence et, al., 2016).

A 5-TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTA-3’
3-AATCCCAATCCCAATCCCAAT-5’

TRF1 =S TREH (TRF1 +TiN2) I v |

m TRF2 (=B TRFH (TRF2 + Rap1) N \vb |
a Q== Rap1
o TIN2

o [ TGN ST TPP1

o ] oBi | oB2 | TPP1 POT1

5-TTAGGGT GGG 5 b GTTAGGG-3"
3-AATCCCAA ATCODALL L AATE

TRF1 TR F2/Rap1

Fig. 5. Complejo de Shelterin. (A) Se muestran las seis subunidades que conforman el complejo,
la estructura de sus dominios, sus interacciones proteina-proteina (TRF1-TIN2-TPP1-POT1,
TRF2-TIN2-TPP1-POT1, TRF1-TIN2-TRF2) y sus respectivos sitios de union a DNA. (B) Esquema
del complejo Shelterin en el teldémero. Las proteinas TRF1 y TRF2 se unen a dsDNA, mientras que
POT1 se une a ssDNA en el extremo 3" (Tomada de de Lange, 2005).
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La subunidad clave del complejo de Shelterin es TIN2, la cual se une
simultaneamente a TRF1 (este enlace contribuye a la estabilizacion de TRF2 en
los teldmeros), TRF2 y TPP1, mientras que TPP1 conecta POT1 con TIN2. El
sexto componente, RAP1, es un factor asociado a TRF2 (Liu, 2004). Ademas de
este complejo de 6 miembros, el complejo Shelterin también puede estar presente
en forma de subcomplejos que carecen de TRF1 o TRF2 / RAP1. Si bien la
importancia de estos diferentes subcomplejos sigue sin estar clara, la funcion
particular de cada una de las tres subunidades de union a DNA (TRF1, TRF2 y
POT1) es bien conocida (Choi, 2011). POT1 sirve para ocultar la proyecciéon
telomérica 3' de la telomerasa y de los mecanismos de deteccion de dafio a DNA.
Por lo tanto, la pérdida de POT1 conduce a la activacion de la quinasa ATR, la
formacion de centros inducidos por la disfuncién de los teldmeros (TIF) y la
induccion de la apoptosis o la detencién del ciclo celular (Hockemeyer, 2007).
TRF2 sirve para bloquear el reconocimiento de los telbmeros a medida que se
rompe el ds-DNA. La pérdida de la funcion de TRF2 conduce a la activacion de la
quinasa ATM, a la formaciéon de TIF y a la induccién de senescencia o apoptosis.
En células que carecen de puntos de control funcionales, los telémeros
desprovistos de TRF2 sirven como sustratos para la activacion de la via NHEJ y
dan lugar a fusiones intercromosomicas al igual que en TRF1. TRF2 purificado
puede promover el plegamiento de los teldmeros artificiales en estructuras de T-

loop, una propiedad no mostrada por TRF1 (Celli, 2005).

Entre los complejos asociados a los teldmeros, los complejos Shelterin son Gnicos
ya que reunen las actividades de union a DNA de POT1, TRF1 y TRF2. Los
modelos actuales de las interacciones de estos complejos con los telémeros se
extrapolan a partir de las propiedades de uniébn de DNA bien caracterizadas de
TRF1 recombinante, TRF2 y POT1l. TRF2 y TRF1 comparten la misma
arquitectura basica definida por dos regiones conservadas: un dominio TRFH que
media la homodimerizacion y un dominio de unién a DNA carboxi-terminal de la
familia SANT / Myb (Fig. 6). Los dos factores dan lugar a homodimeros que se

unen selectivamente al DNA ds-telomérico (Broccoli, 2009).
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Fig. 6. Organizacion de los dominios y estructura de las proteinas TRF1y TRF2. (A) En color
verde se muestran los dominios funcionales de la proteina TRF1, asi mismo se observa la
estructura tridimensional del dominio TRFH (PDB: 1H60) y el dominio Myb unido a dsDNA. (B) En
color anaranjado se muestran los dominios funcionales de la proteina TRF2, también se observa la
estructura tridimensional del dominio TRFH (PDB: 1H6P) y el dominio Myb unido a dsDNA
(Tomado de Nandakumar, 2013).

A continuacion, se muestra un modelo de interacciones simultaneas del complejo
Shelterin con ds- y ss-DNA telomérico (Fig. 7), en donde se observa la
abundancia relativa de los componentes del Shelterin y como podrian estar

ligados a los telomeros en la configuracion del t-loop.

Fig. 7. Complejo de Shelterin en el DNA telomérico. Abundancia de los componentes de
Shelterin y su relacién funcional en la formacion del t-loop (Tomada de de Lange, 2010).
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La unién de estos complejos de multiples subunidades al DNA requiere un sitio de
union para POT1 (5"- TTAGGGTTAG-3") y al menos un sitio de unién para los
dominios Myb de TRF1 o TRF2 (motivo ds-TTAGGGTTA) (Fig. 8). Una vez unidos
al DNA telomérico, otros dominios Myb presentes en los complejos podrian
estabilizar aun mas el complejo proteina-DNA estableciendo contactos

adicionales con ds-DNA telomérico.

El complejo Shelterin tiene una alta especificidad para las repeticiones
teloméricas de TTAGGG debido a la presencia de multiples pliegues de
reconocimiento de TTAGGG en el complejo. Los dominios de unién a DNA
SANT de tipo Myb de TRF1 y TRF2 unen la secuencia 5'-YTAGGGTTR-3' en
el DNA duplex, mostrando muy baja tolerancia para los cambios de una sola
base (Choi, 2011).

~S.

Fig. 8. Modelo de las interacciones de proteinas de Shelterin con DNA telomérico. TRF1 y
TRF2 se unen al ds-DNA (TTAGGGTTA) a través de su dominio MYB, mientras que POTL1 se une
a ss-DNA (TTAGGGTTAG) debido a su dominio OB-fold (Tomada de Choi, 2011).

A su vez, los miembros del complejo Shelterin interactian con una gran cantidad
de otros factores que se localizan transitoriamente en los telébmeros, con
frecuencia de manera dependiente del ciclo celular. Estos factores ayudan en la
generacion de la estructura protectora denominada t-loop, generada por la
invasion de la proyeccion G 3" en las repeticiones TTAGGG bicatenarias. La
estructura en bucle protege los teldmeros en varios niveles. La invasién secuestra
efectivamente la cola G y permite la distincibn de extremos cromosémicos
naturales con roturas bicatenarias. La cascada de sefalizacion depende de que
ATM este inhibida por TRF2 y la ruta de ATR por POT1. La telomerasa es
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probablemente inhibida por el complejo y se sospecha que TERRA (repetidos
teloméricos que contienen RNA) desempefia un papel en esta inhibicion (Fig. 9)
(Tomado de O Sullivan, 2010).

. »
.-’--. o
5-TTAGGG —-3
3-AATCCC ATC-'5
- 9-15kb « W 50-300nt ——
dsDNA repeats 3’ G-overhang
TIN2 TPP?

POT1 - '

RADS52D, RAD54
BLM, WRN

MRN

TANK1

APOLLO

5-TTAGGG
3'-AATCCC

Fig. 9. Interaccién de proteinas en los telémeros humanos. Los telomeros consisten en
repeticiones TTAGGG, con una cadena principal rica en G y una cadena rezagada rica en C. Los
miembros del complejo Shelterin interactiian con una gran cantidad de factores que se localizan
transitoriamente, con frecuencia de manera dependiente del ciclo celular. Esos factores ayudan a
la formacion del t-loop lo que permite distinguir los extremos cromosémicos naturales de las
roturas de DNA bicatenario. La cascada de sefializaciéon dependiente de ATM es inhibida por
TRF2 y la ruta de sefializacion de ATR por POT1. La telomerasa es probablemente inhibida por el
complejo, y se sospecha que TERRA juega un papel en esta inhibicion. (Tomada de O’Sullivan,
2010).
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En conjunto, aunque el complejo Shelterin consta de seis proteinas solamente,
tiene un papel inmensamente complejo en la regulacion de la longitud de los
teldmeros, proteccion contra ataque enzimatico, reclutamiento de actividades
enzimaticas requeridas y control de cascadas de sefializacion en los extremos del
cromosoma natural. Si bien, la comprensiéon de los roles individuales de los
componentes de Shelterin crece rdpidamente, aun queda mucho por descubrir
sobre la regulacion transcripcional, traduccional y postraduccional de estos
componentes y sobre la importancia de la estequiometria del complejo de

Shelterin sobre los cambios del ciclo celular, el dafio y la diferenciacién del DNA.

No todas las proteinas en los extremos del cromosoma son parte del complejo.
Varios criterios distinguen los componentes del complejo Shelterin de las
proteinas no asociadas observadas en los telémeros (Tabla 2). ElI complejo
Shelterin es abundante en los extremos del cromosoma y no se acumula en
ningun otro lugar; esta presente en los telémeros a lo largo del ciclo celular, y su
funcidén conocida se limita a ellos. Las proteinas que no son parte del complejo de
Shelterin en los extremos de los cromosomas no cumplen con dos o tres de estos

criterios, pero pueden desempefiar un papel importante en la funcién telomerica.

Tabla 2. Proteinas no Shelterin relacionadas con los tel6meros humanos

Complejo de Funcion no Efecto en los teld6meros. Interaccion.
proteinas. telomérica.
MRE11/Rad50/ Sensor de dafio a Formacion/Resolucion t- Asociado
Nbs1 DNA, reparacién por loop HR. complejo
recombinacion. Mecanismo ALT Shelterin.
ERCC1/XPF NER, reparacién Implicado en el proceso de Asociado
crosslink proyeccion despues de la complejo
3’endonucleas perdida de TRF2. Shelterin.
a.
Helicasa WRN Migracion de hebra, La deficiencia da como TRF2
resolucion de DNA. resultado la perdida de
latencia en telémeros.
Helicasa BLM Represion de Formacion/Resolucion t- TRF2
migracion de cruce loops.
de hebra.
DNA-PK NHEJ. La deficiencia conduce a Asociado
fusion leve. complejo
Shelterin.
PARP-2 BER. No conocida. TRF2
Tankyrases Papel en mitosis. Regulador positivo de los TRF1
telémeros mediante
inhibicién de TRF1.
Rad50 Desconocido ¢ HR? La deficiencia conduce a Desconocido.
fusion leve.

(Tomada de Lange, 2005).
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Los complejos relacionados con el complejo Shelterin también se encuentran en
los telémeros de otros eucariotas. Las proteinas tipo POT1 estan presentes en
casi todos los eucariotas, una proteina similar a TRF1/2 se encuentra la levadura
de fision Schizosaccharomyces pombe y en tripanosomatidos; mientras que Rapl
esta presente en hongos. En contraste, las subunidades TIN2 y TPP1 hasta ahora
solo se han encontrado en vertebrados; su aparicion puede haber coincidido con
la ganancia de un segundo gen tipo TRF. Por lo tanto, el complejo Shelterin
parece estar formado a partir de una proteina duplex de unién al DNA telomérica,
una proteina de union al DNA monocatenario (ssDNA) y Rapl. La Unica
excepcion a esta regla puede ser Saccharomyces cerevisiae que carece de una
proteina similar a TRF y utiliza en su lugar un ortélogo Rapl altamente divergente
gue se une al DNA telomérico de doble cadena. La pérdida de TRF2 activa la ruta
de ATM quinasa, lo que conduce a la regulacién positiva de p53 y a la detencién

del ciclo celular en G1/S mediada por p21 (de Lange 2001).

Experimentos recientes en un modelo de knockout de TRF2 de raton han
confirmado que la pérdida de TRF2 da como resultado la activacion de ATM y la
detencion del ciclo celular dependiente de p53. El supresor tumoral p53 también
esta implicado en la respuesta al acortamiento de los telomeros. Por ejemplo, los
ratones deficientes en p53 toleran mejor las consecuencias del acortamiento de
los telémeros en las generaciones posteriores de ratones deficientes en
telomerasa (Celli, 2015).

Varias caracteristicas del complejo Shelterin son altamente conservadas. Una
proteina de unién al duplex de DNA telomérico puede ser reconocida en S. pombe
y Trypanosoma brucei y en cada caso el ortélogo se une a Rapl (Li, 2005). En
vertebrados el dimero TPP1/POT1 es conectado a TRF/Raply en S. pombe esta
conexion es mediada por Pozl, la cual se une a Rapl y el ortdlogo de TPP1 es
Tpzl, y la proteina de unién a DNA de doble cadena es Tazl, mientras que, en
vertebrados, TIN2 se une a TPP1 y ambas a TRFs. La arquitectura conservada de
esta estructura general del complejo de Shelterin en eucariontes sugiere que el

complejo ya existio en su ancestro en comun (Palm, 2008).
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3.4 Dominio de union a DNA MYB (DBD)

Dentro del genoma de los vertebrados se reportan pocos genes myb, sus
productos se clasifican en tres formas generales, A-myb, B-myb y C-myb que
comparten los dominios de uniébn al DNA con secuencias de aminoacidos
similares y que se unen a la misma secuencia de reconocimiento. Una
caracteristica comun de las proteinas Myb es la presencia de un dominio de unién
a DNA que se encuentra conservado entre los animales, plantas, protozoarios y
hongos, tipicamente cerca de la region N-terminal. Un dominio Myb minimo
consiste en dos regiones de aminoacidos que son capaces de formar tres hélices
alfa (H1, H2, H3) cada una y asi unirse al DNA. Gran parte de las proteinas Myb
presentan tres secuencias repetidas imperfectas en esta region, aunque también
se han identificado proteinas con uno, dos, cuatro o0 mas segmentos repetidos.
Debido a la poca similitud de secuencia, las proteinas Myb se han clasificado de
acuerdo con el numero de secuencias repetidas adyacentes: Myb R1R2R3
(Myb3R), MybR2R3, MybR 0 MybR1R2R2R1/2 (Myb 4R). Las proteinas Myb con
s6lo una secuencia repetida no se pueden unir al ADN como tal, sino que deben
formar heterodimeros u homodimeros, lo que permite a estas proteinas reconocer

al DNA con alta afinidad y especificidad (Arratia y Aguirre, 2013).

El DBD media la actividad de unién de una manera especifica de secuencia. Este
dominio contiene tres repeticiones imperfectas conservadas de 52 aminoacidos
(R1, R2, R3) (Fig. 10). Dentro de cada repeticién hay tres residuos de triptéfanos
que estan separados por 18 o 19 aminoacidos. Las proteinas que contienen DBD
MYB son factores de transcripcion que contienen un dominio relacionado con el
DBD del ¢c-MYB humano. El producto del protooncogén c-Myb humano es la
proteina Myb prototipica y su DBD se repite (R1, R2, R3) donde, cada repetido
adopta una conformacion de hélice-giro-hélice que se intercala con un surco
principal de la secuencia diana de DNA (C/TAACG/TG), estructura estabilizada
por un ndcleo hidrofébico (Ogata, et. al; 1992).

Las estructuras resueltas de varios dominios relacionados con Myb han revelado
que la longitud, orientacién y la organizacion espacial de las tres hélices son muy

similares a la estructura de las repeticiones de c-Myb. Los residuos altamente
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conservados entre las proteinas relacionadas con Myb son los que participan en
la formacion del nucleo hidrofébico, lo que indica que la identidad estructural del
dominio es esencial para las funciones de repeticion de Myb que se unen al DNA

y que no se unen al DNA (Ko et. al, 2008).

Ademas de los residuos esenciales para la integridad estructural, otros residuos
conservados entre todos los dominios Myb son un segmento de residuos de
aminoacidos acidos cerca del comienzo de la primera hélice. Sorprendentemente,
estos amino4cidos estdn mas altamente conservados que los residuos
involucrados en la union a DNA. Los residuos de &acido glutamico y acido
aspartico a menudo estan presentes en la posicion seis a diez. Los dominios de
union a DNA tipicamente exhiben un carécter fuertemente basico para formar
enlaces ionicos con el esqueleto de fosfato de la doble hélice del DNA, lo que
hace que la presencia de un parche de residuos acidos altamente conservados en
el MDBD sea bastante inusual. Debido a que estos residuos acidos también estan
presentes en repeticiones relacionadas con Myb que no se unen al DNA, se ha
planteado que estos residuos podrian ser importantes para las interacciones
proteina-proteina en lugar de proteinas-DNA (Ko et. al, 2008).

Fig. 10. Estructura cristalina del dominio de union a DNA de c-Myb unido a DNA. La
estructura fue resulta por cristalografia a partir del cristal del dominio. La primera repeticion (R1) se
representa en amarillo, la segunda repeticion (R2) en purpura y la tercera repeticion (R3) en rosa.
Identificacion de un grupo de residuos acidos altamente conservados se representa en rojo.
(Tomado de Ko, et. al. 2008).
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3.5 Proteina TRF1

TRF1 es una proteina telomérica que se une a la matriz diplex de repeticiones
TTAGGG en los extremos de cromosomas de mamiferos. La proteina tiene un
tamafio de 439 aa y un peso molecular de 50.246 kDa. TRF1 tiene homologia con
el dominio de unién a DNA de la familia Myb de factores de transcripcion, pero, a
diferencia de la mayoria de las proteinas relacionadas con Myb, TRF1 lleva uno
en lugar de multiples motivos de unién a DNA de tipo Myb. TRF1 se une al DNA
como un homodimero usando un dominio MYB conservado cerca del extremo N-
terminal de la proteina. TRF1 requiere ambas repeticiones de Myb para la
formacién de un complejo estable con DNA, lo que indica una similitud entre el
modo de unién a DNA de TRF1 y otras proteinas relacionadas con Myb. TRF1 de
humano y de ratdbn son proteinas con tres dominios reconocibles (Fig. 11), un
dominio &cido en el dominio N-terminal, un dominio especifico TRF conservado en
el dominio C-terminal con una fuerte homologia con el dominio de union a DNA

con las oncoproteinas Myb (Bianchi, 1997) (Fig. 12).

Acidic TRF-specific Myb
domain homology
18 66 265 NLS 378 439
. ; 83% B4%

human/mouse

Fig. 11. Esquema de los dominios de TRF1. TRF1 de humano (hTRF1) y su identidad con la
proteina TRF1 de ratbn (nTRF1), se muestra el dominio acidico, el TRFH, la sefial de localiacion
nuclear (NLS) y el dominio MDBD (Tomada de Bianchi, 1997).

Se cree que el grado de ocupacion de TRF1 en el DNA telomérico se correlaciona
positivamente con la longitud de los telémeros, lo que implica que los teléomeros
mas largos soportan mas TRF1. Esta informacion se retransmite a POT1 a traves
de TPP1, lo que resulta en una mejor asociacion de POT1, haciéndolo inaccesible

para la telomerasa (Xin, et. al., 2008).

TRF1 también funciona como centro de interaccion proteina-proteina dentro de la
red de sefalizacion de los telomeros (Tabla 3), interactuando directamente con
otros miembros del complejo Shelterin (TIN2, TPP1 y POT1) y con un conjunto
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diverso de proteinas y complejos de proteinas involucrados en el ciclo celular,
reparacion de DNA y recombinacién, para mantener la estructura y longitud de los
telomeros (Fig. 12) (Xin, et. al., 2008).

Tabla 3. Proteinas que interaccionan con las proteinas TRF1y TRF2

Proteina accesoria. Miembro Sitio de Significado de interaccion.
Shelterin. interaccion.
Ck2 TRF1 N/D Fosforila TRF1, promueve
su union al DNA
telomérico y lo protege de
la degradacién.
Fbx4 TRF1 TRFH Se dirige a TRF1 para
la degradacion mediada
por ubiquitina.
Pinl TRF1 TRFH Regula la estabilidad de
TRF1, orientacion de TRF1
a degradacion y longitud del
telémero.
PinX1 TRF1 TRFH Control de localizacion
subcelular, mejora la unién
de TRF1 a los telémeros,
inhibe la telomerasa.
RLIM TRF1 C-terminal aa Se dirige a TRF1 para
265- la degradacion mediada
378 por ubiquitina.
RNA pol I TRF1 N/D Puede regular la
transcripcion de TERRA.
Tankirasa 1, 2 TRF1 N-terminal Elimina TRF1 de los telomeros,
acidico regulacion de su longitud.
ATM TRF1, TRF2 N/D Fosforila TRF1, dificulta su
unién a DNA telomérico, la
autofosforilacion y regulacion
de ATM pueden ser inhibidas
por TRF2.
Ku TRF1, TRF2 TRFH Proteccion final.

(Modificado de Oganesian, 2009)
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Fig. 12. Proteinas asociadas a TRF1. Diagrama de proteinas asociadas a TRF1 agrupadas en
varias categorias segun su funcién. Color indicativo de la prevalencia/frecuencia de la asociacion:
Verde (alto, 3-5 veces), amarillo (medio, 2 veces), rojo (bajo, 1 vez) (Tomado de Giannone, et. al.,
2010).
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3.6 Estructura de los dominios de la proteina TRF1

La familia de las proteinas TRF tiene una arquitectura similar (Fig. 13), definida
por dos dominios caracteristicos. En primer lugar, tiene el dominio MYB de union
al DNA en el extremo C-terminal. En segundo lugar, tienen un motivo de
secuencia situado en el extremo amino terminal de aproximadamente 200
aminoacidos, denominado dominio de homologia de TRF (TRFH) que es
exclusivo de esta familia de genes (Broccoli, 1997). Los motivos TRFH son mas
divergentes en secuencia que sus motivos adyacentes Myb. TRF1 se une al DNA
telomérico bicatenario como homodimeros. La funcién del dominio de TRFH esta
relacionada con la homodimerizacibn pero también est4d implicado en la
interaccibn con otras proteinas teloméricas a través de interacciones
homeotipicas fuertes. La estructura terciaria del dominio de homodimerizaciéon de
TRF1 en humanos se determin6 con una resolucion de 2,9 A (Fig. 14). El dominio
tiene una arquitectura enteramente a-helicoidal, y la dimerizaciébn se produce a
través de nueve a-hélices. Las interfaces de dimerizacion presentan interacciones

anicas que evitan la heterodimerizacion.
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Fig. 13. Arquitectura del dominio TRFH de las proteinas TRF1 y TRF2 de H. sapiens. A)
Representacion esqueméatica que indican la ubicacién de los dominios de secuencia. B)
Alineamineto de las secuencias del dominio TRFH de TRF1 y TRF2 (Tomada de Fairall, 2001).
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La secuencia de aminoacidos del dominio TRFH de las proteinas TRF1 y TRF2
esta conformado por residuos de aminoacidos conservados como Ala, Trp, Leu,
Phe y Arg, los cuales estan involucrados en interacciones hidrofobicas (Fairall,
2001). La secuencia de aminoacidos de los dominios TRFH tiene un 27% de
identidad, sin embargo, la superposicion de la estructura del dominio TRFH de
TRF1 con la de TRF2 muestra que los dos dominios TRFH tienen estructuras 3D
casi idénticas. Cada dimero esta formado por dos mondmeros gue interactdan en
una disposicion antiparalela formando un dimero simétrico cuya estructura

general se asemeja a una herradura retorcida (Fig. 14).

B
mﬁ{Q He

HG/' H2

H1

Fig. 14. Estructura de los dominios de dimerizacién TRFH de las proteinas TRF1y TRF2. (A)
Superposicion de los dominios de dimerizacién de TRF1 (cyan) y TRF2 (magenta) que muestra la
forma de herradura de la estructura. (B) Estructura de un monémero TRFH en el dominio de
dimerizacion de TRF1. Las a-hélices son de color purpura a rojo y van numeradas del extremo N
al extremo C-terminal (Tomada de Fairall, 2001).

El dominio de unién a DNA carboxi-terminal (DBD) fue identificado originalmente a
través de su similitud de secuencia con el motivo de unién a DNA tipo Myb. Los
dominios DBD se unen a sus dominios de dimerizacion por medio de enlaces muy
largos (aproximadamente 100 aminoacidos en TRF1 y 150 aminoacidos en TRF2)
(Fig. 15), que parecen no tener una estructura inherente. Los residuos de
aminoacidos para la estructura del dominio son Trp450-Arg496. Las estructuras
contienen tres alfa hélices, la hélice | esta formada por Val452-Tyr465, la hélice
dos formada por Trp470-Asn476 y la hélice tres formada por Ala484-Arg496.
Estas tres hélices mantienen su conformacién debido a la presencia de Trp450,
Val458, Val642, Trp470, lled73, Phed79, Trp491, Met494 los cuales mantienen un
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nacleo hidrofébico y también por la formacion de dos puentes de hidrogeno
formados entre Glu454-Arg482 y Ser455-Arg490. La arquitectura de estas tres
hélices es tipica de los motivos MYB. En particular, el dominio DBD de las

proteinas TRF tiene la secuencia consenso telebox VDLKDKWRT conservada.

A 65 065 371 439
W [ ]___TAMA I Ve ]
| ~
27% (66%) 56% (80%)
4 | 245 441 ~ 500
TRF2 [ TRFH [ [MYE]
TRF1-Dbd ~ ~ -
[ Helix 1 ] [ Helix 2 | [ Helix 3 |
B 371 TPEKHRARKRQAWLWEEDKNLRSGVRKYGEGNWSKILLHYKFNNRTSVMLKDRWRTMKKLKLISSDSED 439
441 TNITKKQKWTVEESEWVKAGVQKYGEGNWAAISKNY PFVNRTAVMIKDRWRTMKRLGMN 500
* k ok kK L. Kk kkkkkkk |k k ok kkk kk kkkkkkkk k|
TRF2-Dbd

Fig. 15. Esquema de las proteinas TRF1y TRF2 y su secuencia de aminoacidos del MDBD.
A) Representacion esquematica que indica la ubicacion de los dominios de la proteina. B)
Alineamiento de las secuencias MDBD de las proteinas TRF1 y TRF2 donde se muestra la
presencia de las tres a-hélices que conforman del dominio (Tomada de Court y cols., 2005).

Un grupo de proteinas que contienen el DBD con un solo repetido es usado para
la proteccion de regiones teloméricas. Este dominio DBD se encuentra ubicado en
el extremo C-terminal de las proteinas, originalmente identificado por su similitud
de secuencia con el motivo de union a DNA de Myb y ha sido confirmado por
estructura de RMN en la proteina telomérica TRF1, en donde, se identificé que la
segunda y tercera a hélices forman un motivo "hélice-giro-hélice”, mientras que la
tercera a hélice hace contactos especificos con el surco mayor de DNA (Fig. 16).
Ademas, un segmento de la region N-terminal se inserta en el surco menor,
donde hace contactos especificos extendiendo la interfaz de unién a DNA
agregando especificidad y afinidad (Ogata, et. al; 1992). La especificidad en el
reconocimiento del DNA se logra mediante varios contactos directos de las
cadenas laterales de aminoacidos al DNA y curiosamente, una red extensa de
contactos indirectos mediados por agua que juegan un papel importante en el
reconocimiento de repeticiones teloméricas de DNA por TRF1. Un conjunto de 12
moléculas de agua ocupa posiciones conservadas en el surco principal del DNA

formando dos complejos de hidratacion a ambos lados de la hélice de
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reconocimiento de DNA, que median interacciones de enlace de hidrégeno
adicionales entre la proteina y el DNA lo que aumenta la especificidad y afinidad
de reconocimiento. La conservacion de la estructura del agua sugiere que las
proteinas TRF reconocen la estructura del DNA hidratando el lugar de la
secuencia de DNA per se. Estas estructuras confirman que las proteinas
teloméricas utilizan homeodominios para el reconocimiento de DNA de doble
cadena (Koning et. al; 1996).

N-terminal arm
Homodimero 1

Helix 3

< Homodimero 2
Helix 1

Turn

Helix 2

Fig. 16. Estructura tridimensional del dominio MDBD de TRF1 unido a DNA bicatenario. Las
moléculas de la proteina en el complejo se muestran en color rojo. Se sefialan las tres a-hélices
caracteristicas y su conformacién hélice-giro-hélice. Los conjuntos de pares de bases GC
presentes en el sitio de unién a DNA estan resaltados en magenta (Tomado de Court, 2005).

La estructura tridimensional del dominio de unibn a DNA Myb (DBD) de la
proteina TRF1 fue obtenida a través de la superposicion de 20 estructuras
obtenidas por medio de MRN del dominio de union a DNA. A continuacion (Fig.
17) se muestra una vista estereoscoépica de los atomos (N, Ca, C’) de DNA y los
aminoacidos Arg378-Ser435 involucrados en una conformacion bastante rigida

qgue se une al DNA.
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Fig. 17. Estructuras del MDBD de TRF1 humano. Vista estereoscdpica de la estructura MRN del
dominio DBD Myb de la proteina TRF1 unida a un fragmento de DNA de 13 pb. Los residuos de
aminodacidos Arg378-Ser435 se muestran en anaranjado y los atomos de DNA se muestran en
azul (G1-G11). (Tomado de Nishikawa y cols., 2001).
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3.7 Modificaciones postraduccionales de TRF1

Tanto TRF1 como TRF2 desempefian mudltiples funciones en los telomeros,

incluida la proteccion, replicacion y mantenimiento de la longitud telomérica. La

regulacion de TRF1 y TRF2 en estos procesos se controla mediante

modificaciones postraduccionales (Fig. 18), a veces de forma dependiente del

ciclo celular, que afecta funciones claves como la unién a DNA, la dimerizacion, la

localizacion, la degradacion y las interacciones con otras proteinas (Walker,

2012).
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Fig. 18. Modificaciones postraduccionales de TRF1 (A) y TRF2 (B). Se muestran los dominios
de TRF1y TRF2. Los sitios de fosforilacion se muestran en color negro, los sitios de ubiquitinacion
en azul, los sitios de SUMOilacion en verde y los sitios de metilacion de arginina en rojo. NLS:
sefial de localizacién nuclear (Tomado de Walker, 2012).
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Varias lineas de evidencia sugieren que el papel de TRF1 como un modulador de
la longitud de los telémeros se rige por sus modificaciones postraduccionales que
determinan su abundancia en los telomeros; estas modificaciones y su efecto
consecuente sobre el destino de TRF1 y los telomeros se resumen a continuacion
(Tabla 4) (Oganesian, 2009).

La fosforilacion, proceso de adicion de un grupo fosfato, tiene un papel principal
en la union, estabilidad y localizacion de TRF1. La ubiquitinacion es un proceso
usado para la degradacion de proteinas en el proteosoma, asi como, eventos de
sefalizacion (Al-Hakim, 2010). La SUMOilacion (small ubiquitin-like modifier)
requiere una cascada de enzimas que implican una enzima activadora, una
enzima conjugadora y una proteina ligasa. En general, las SUMOilaciones
controlan la ubicacion celular, la interaccion con otras proteinas y otras funciones
reguladoras como la respuesta al dafio de DNA y la reparacién de DNA (Bekker-
Jensen, 2011). Las poli (ADP-ribosila) polimerasas (PARP) son una familia de
enzimas que usan NAD+ como sustrato para generar polimeros de ADP-ribosa
sobre residuos de &cido glutamico de los receptores de proteina, implicadas en un
gran numero de procesos celulares que implican principalmente reparacion de
DNA vy apoptosis. La tankirasa 1 y su homologo tankirasa 2 se identificaron como
proteinas que interactian con TRF1, uniéndose a una secuencia corta localizada
en el dominio acidico N-terminal de TRF1 (Guettler, 2011).
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Tabla 4. Modificaciones postraduccionales de TRF1

Modificacién | Aminoacidos ID de Enzimas Funcién
los Modificadoras
sitios
Fosforilacién T122 MS, CK2 La inhibicion de CDK2
MA deteriora la union de TRF1
a DNA telomérico y su
estabilidad.
MA, La fosforilacion de T149 es
T149 Ab CDK requerida para la
interaccién de TRF1 con
PIN2.
S219 MA ATM _
S219 esta implicada en la
respuesta a dafio al DNA.
T273 MA AKT La sobreexpresion de AKT
aumenta los niveles de
TRF1 y los promotores de
acortamiento telomérico.
La mutacion de S274
S274 MS, i afecta la unién de TRF1 al
MA DNA telomérico.
S296 Aurora A S296 esta implicada en los
defectos mitoéticos
MA inducidos por Aurora A.
T344 Cdkl T344 estd implicado en la
MA fosforilacion de TRF1 por
PIk1.
MS,
S367 MA ATM La fosforilacion de S367
Ab, inhibe la unién de TRF1 a
DNA telomérico.
La fosforilacion de T371
T371 MS, Cdkl mantiene libre a TRF1 y se
MA, requiere para la resolucion
Ab de teldbmeros hermanos.
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S435

MS,
MA

PIkI

La fosforilaciéon de S435
esta implicada en la union
de TRF1 a DNA telomérico.

Ubiquitinacién

Fbx4

RLIM

La eliminacion de Fbx4,
aumenta los niveles de
TRF1, lo que produce un
acortamiento de los
telémeros y un deterioro del
crecimiento celular.

La sobreexpresién de
RLIM, una ligasa E3,
disminuye los niveles de
TRF1, lo que conlleva a un
acortamiento de los
telémeros.

SUMOylacion

K333, K338,
K349-K352

MA

MMS21

La inhibicién de MMS21
promueve el acortamiento y
la inestabilidad de los
telémeros, lo que resulta en
la induccién de
senescencia celular en
células ALT.

PARsylacion

Tankirasa 1y 2

La poli ADP-ribosylacién de
TRF1 por tankirasa elimina
TRF1 de los telomeros, lo
que conduce a un mayor
acceso de la telomerasa en
los extremos de los
telébmeros.

ID: Identificado por método (MS: espectrometria de masas, MA: analisis mutacional, Ab:
anticuerpo especifico de sitio). (Modificado de Walker, 2012).
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3.8 Proteinas TRF en diversos organismos

La clonacion y secuenciacion de las secuencias teloméricas en otros eucariotas
revelé que la naturaleza de las repeticiones teloméricas y la presencia de una
cadena rica en G son caracteristicas comunes de casi todos los telémeros
eucariotas, ademds, se estableci6 que la hebra que contiene el extremo 3
sobresale en ambos extremos del cromosoma plegandose en las estructuras
llamadas T-loop (Pfeiffer, 2013). La estructura de los telémeros en los extremos
de los cromosomas eucariotas lineales y las proteinas presentes en el complejo
telomérico como TRF1, se ha encontrado no solo en mamiferos, sino también en
plantas y protozoos lo que sugiere un papel conservado en la proteccion de los
extremos cromosémicos para que no sean reconocidos como dafio a DNA
(Griffith, 1999).

Ademas de los organismos modelo eucariotas, como la levadura y los
vertebrados, se han identificado telémeros o telomerasas en eucariotas
filogenéticamente diversos, incluidos los ciliados, plantas, algas verdes,
dinoflagelados, tripanosomatidos y apicomplexas, en donde se ha encontrado
extensa heterogeneidad de secuencia en las repeticiones teloméricas, sin
embargo, el mecanismo de mantenimiento telomérico cromosémico parece estar

conservado evolutivamente (Uzlikova, et. al., 2017).

3.8.1 Tripanosomatidos

Homoélogos de TRF humano se han encontrado codificados en los genomas de T.
brucei, T. cruzi y L. major basados en similitudes de secuencia con el dominio de
union a DNA tipo Myb C-terminal. En L. amazonensis se han identificado dos
proteinas de proteccion a los telomeros: LaTBP1 y LaTRF. La proteina LaTBP1
se ha propuesto que comparte alta identidad y similitud con las proteinas TRFs
putativas de L. major, L. infantum, L. braziliensis. Ademas, TbTRF tiene
similitudes de secuencia con LaTRF con el dominio MYB y el dominio TRFH de
TRF1y TRF2 humana. En conjunto, se cree que laTRF comparte alta similitud de
secuencia con TbTRF debido a que las especies estan relacionadas
filogenéticamente (Fig. 19) (da Silva, 2010).
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Fig. 19. LaTRF es homoéloga a las proteinas TRFs de vertebrados y T. brucei. A)
Representacion de los dominios de la proteina LaTRF B) Alineamiento multiple del dominio Myb-
like de las proteinas TRFs de humano (hTRF1 y hTRF2), L. amazonensis (LaTRF), T. brucei
(TbTRF) y T. cruzei (TcTRF). (Tomado de da Silva, 2010).

3.8.2 Plasmodium falciparum
En P. falciparum, el agente causal de malaria en humanos, las regiones
teloméricas y subteloméricas juegan un papel fundamental en la supervivencia,
virulencia y transmision del parasito. Como organismos unicelulares, dependen de
mecanismos eficientes de mantenimiento de los telomeros para asegurar la
capacidad de proliferaciéon a lo largo de su complejo ciclo de vida. A pesar del
papel esencial y evolutivamente conservado de las proteinas TRF de tipo MYB en
estos procesos, dicho factor no se ha descrito en parasitos de P. falciparum y
parece faltar también en el ciliado Tetrahymena thermophila, un modelo
tradicional para estudiar la biologia de los telomeros. Esto es sorprendente, dado
que la estructura general del tracto telomérico de P. falciparum es idéntico al
observado en otros eucariotas. Los telomeros de P. falciparum consisten en
repeticiones AGGGTT(T/C) degeneradas, tienen una longitud media de 1-1.2 Kb y
tienen una proyeccion telomérica en el extremo 3°de la hebra rica en G, que

parece formar estructuras t-loop (Bertschi, et. al., 2017).

Una proteina con una posible actividad similar a TRF se ha identificado en P.
falciparum denominada PfTRZ o proteina de unién a repeticiones teloméricas,
carece de un dominio MYB pero se une a las repeticiones de telémeros a través
de un dominio de dedo de zinc tipo C2H2 (Fig. 20). In vivo, PfTRZ se une con alta
especificidad al tracto telomérico y a las repeticiones de teldmeros intersticiales

rio arriba de los genes de virulencia ubicados en las regiones subteloméricas. Se

EhTRF-like [ de Entamoeba histolytica. Pagina 46



TESIS

sabe que PfTRZ regula la homeostasis de la longitud de los telobmeros y es
necesaria para la progresion eficiente del ciclo celular. Curiosamente, PfTRZ
también se une y regula la expresién de los genes 5S rDNA. En un analisis
filogenético, PfTRZ se ha identificado como un homaologo funcional del factor de
transcripcion basico TFIIIA, el cual pudo haber adquirido una nueva funcién en el
mantenimiento de los telomeros al inicio del linaje apicomplexa (Bertschi, et. al.,
2017).
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Fig. 20. Factor de unién a repetidos teloméricos de tipo C2H2 de P. falciparum (PfTRZ).
Representacion esquematica de la proteina con dominio de dedos de Zinc de tipo C2H2
(PF3D7_1209300). También se representan las secuencias de union a DNA predicho para
secuencias teloméricas en este parasito (Tomado de Bertschi, et. al., 2017).

3.8.3 Giardia intestinalis
El parasito G. intestinalis condensa sus cromosomas lineales extremadamente
cortos, hecho que también se ha descrito en otros organismos unicelulares y que
valida la cuestiéon de que la longitud y la reorganizacion dentro de regiones
subteloméricas dindmicas constituyen una ventaja evolutiva para la adaptacion
del organismo. En el parasito G. intestinalis se ha encontrado la repeticién del
pentanucleétido TAGGG de 5pb rico en G que forma una estructura G-
cuadruplex. Diversos experimentos han demostrado la presencia de una enzima
telomerasa activa que sintetiza las repeticiones teloméricas. Ademas de la
repeticion telomérica de tipo TAGGG se demostré que la telomerasa de G.
intestinalis sintetiza in vitro también las variantes TAAGG y TAAGGG. Se ha
propuesto que la longitud del telomero de G. intestinalis no excede 1 kb. Ademas,

el genoma de G. intestinalis codifica también la subunidad catalitica de la
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telomerasa TERT, que se ha demostrado es bastante divergente de secuencias y
carece del motivo N-terminal que se requiere para la unién de la subunidad de
RNA de la telomerasa. Cabe sefialar que G. intestinalis carece de varios genes,
como Ku70, Ku80 y proteinas laminas canonicas, que generalmente son
responsables de la unién de los telomeros a la envoltura nuclear. En resumen, a
pesar de sus caracteristicas inusuales, que incluyen una telomerasa
estructuralmente divergente pero activa, repetidos teloméricos Unicos y telomeros
relativamente cortos, los datos actuales respaldan la opinién de que los extremos
cromosOomicos en G. intestinalis se mantienen de una manera conservadora que

es similar a otros eucariotas (Uzlikov4, et. al., 2017).

3.8.4 Dictyostelium discoideum
El genoma de la ameba D. discoideum se termin6 de secuenciar en 2005 y no se
encontré ninguna secuencia telomérica candnica en los extremos de ninguno de
sus seis cromosomas. Este organismo presenta elementos palindromicos
extracromosomicos que contienen dos copias de rDNA, presentes al final de los
cromosomas. La estructura de la region terminal del rDNA consiste en
repeticiones de secuencia A(G)n donde el nimero de Gs es variable con una
longitud de 29 pb. Estas repeticiones se extienden como una proyeccion
telomérica en el extremo 3 rico en G, similar a la de vertebrados, que esta
precedido por cuatro repeticiones en tandem de dos motivos de DNA diferentes
(Rodriguez, et. al.,, 2019). La secuencia de nucleétidos de los extremos de la
secuencia palindromica y de los cromosomas no pudo determinarse
completamente debido a la presencia de secuencias repetidas. La secuenciacion
del genoma completo de D. discoideum indica que las partes terminales del
palindromo de rDNA estan presentes en los extremos de los cromosomas por lo
gue se propone representan la region telomérica. Asi mismo, contiene un gen que
codifica para un homodlogo de la transcriptasa inversa (TERTHP), que tiene
actividad de supuesta telomerasa y es necesaria para mantener la estructura de
los telomeros. Sin embargo, no ha sido posible encontrar proteinas homologas a
las del complejo Shelterin en mamiferos, sin embargo, se han encontrado varias
proteinas que se unen a secuencias teloméricas como TRF1 y TRF2 de humano

gue tiene en comun un dominio de union a DNA de tipo MYB y que podrian
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desempeiiar un papel en la union y protecciéon de los telbmeros como son MybAA
y MybL quienes tienen la mayor similitud con las proteinas TRF1 y TRF2. La
proteina MybAA y MybL presenta un porcentaje de identidad del 35 y 39%,
respectivamente de identidad con respecto al motivo Telebox. También, D.
discoideum tiene una proteina que se une al DNA telomérico monocatenario
denominada DDB_G0286375 que presenta 26% de identidad con el pliegue OB
(pliegue de wunion oligonucledtido/oligosacarido) de POT1 humana. Se ha
propuesto que los telomeros de este organismo podrian mantenerse mediante
mecanismos de recombinacion homologa como la via de alargamiento alternativo
de los telomeros (ALT) (Rodriguez, et. al., 2019).
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IV. Antecedentes Particulares

4.1 Entamoeba histolytica

E. histolytica es un protozoario comensal del intestino grueso, que en ocasiones
invade la mucosa intestinal, puede diseminarse por via hematica y es el agente
responsable de la amebiasis, afeccion cosmopolita. Este protozoario pertenece al
subphylum Sarcodina, que incluye a los protozoarios moviles dotados de
pseuddépodos (Pumarola, 1991). Las caracteristicas claves para la supervivencia
de E. histolytica son su capacidad de adherirse, lisar y fagocitar el epitelio
intestinal y otros tejidos del huésped. Varios genes que codifican adhesinas,
proteasas y ameboporos han sido implicados en la patogénesis y virulencia.

El parasito presenta dos fases de desarrollo bien establecidas: el trofozoito y el
quiste, que constituyen la forma invasiva e infectante, respectivamente (Fig. 21).
El trofozoito, o forma moévil, es extraordinariamente pleomorfico, ya que su
aspecto y movilidad estan influenciados por los cambios de pH, potencial REDOX
y osmolaridad. E. histolytica se multiplica por fision binaria y es sensible al jugo
gastrico y a los agentes externos. Su habitat comprende la luz y pared del colon.

Su tamafio variable oscila entre 10 y 60 nm (Pumarola, 1991).

A B

Vacuolas Pseudépodo

Cuerpo cromatoide

Cariosoma

Nucleo

Fig. 21. Morfologia del parasito E. histolytica. (A) Trofozoito activo en el cual se muestra el
nudcleo, vacuola con un eritrocito y pseuddpodos. (B) Quiste tetra nucleado el cual muestra sus
nacleos y su cariosoma (tomado de E. histolytica: Morphology, life cycle, Pathogenesis, clinical
manifestation, lab diagnosis and Treatment - Online Biology Notes).
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4.2 Genoma de Entamoeba histolytica

El genoma de E. histolytica se encuentra en un nucleo esférico con un cumulo de
cromatina pequeiio y puntiforme en el centro, encerrado en una capsula llamado
cariosoma o endosoma (Petri, 1993). También presenta cromatina adherida a la
cara interna de la membrana nuclear, distribuida en forma mas o menos

homogénea (Romero, 1993).

El genoma de E. histolytica consta de 23.7 megabases distribuidas entre 888
andamios. Los 9,938 genes predichos tienen un tamafio promedio de 1.17
kilobases (kb) y comprenden el 49% del genoma. Los cromosomas de E.
histolytica no se condensan en su totalidad y la extensa variabilidad de longitud
observada entre los cromosomas homologos de diferentes aislamientos hace que
el nimero exacto de cromosomas sea dificil de determinar. EI metabolismo de E.
histolytica parece haber sido conformado por la pérdida de genes secundarios y la
transferencia lateral de genes (LGT), principalmente de linajes bacterianos. La
glucosa es la principal fuente de energia, sin embargo, varias glucosidasas y
azucares quinasas parecen haber sido adquiridas a través de LGT, que
probablemente permiten a E. histolytica usar azGcares que no sean glucosa, por
ejemplo, fructosa y galactosa. La mayoria de las vias para la biosintesis de
aminoacidos se ha eliminado, excepto las de serina y cisteina, componentes
principales de la resistencia al estrés oxidativo. El citoesqueleto tiene varias
funciones importantes en la motilidad del parasito, la muerte dependiente de
contacto y la fagocitosis de las células epiteliales intestinales del huésped. E.
histolytica contiene mas de 100 fosfatasas, que desfosforilan proteinas, algunas
con una caracteristica inusual que es la presencia de un namero variable de
dominios de repetidos ricos en leucina involucrados en las interacciones proteina

— proteina.

E. histolytica se alimenta de bacterias en la luz del colon y lisan las células
epiteliales del huésped después de la invasion de la pared intestinal. Se han
caracterizado varios determinantes de virulencia amebiana (Fig. 22), incluida una
lectina GalGalNAc de multiples subunidades implicada en la adhesion a células

huésped, cisteina proteasas que degradan la matriz extracelular del huésped y
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péptidos formadores de poros (ameboporos) capaces de lisar células diana. El
andlisis del genoma revela redundancia en los genes que codifican estos factores
de virulencia (Loftus, 2005).

vwoleculas de Adhesion
« Lectina GallGalNAc

» Union al epitelio intestinal

« Efectos de citolisis y citotoxicidad

« Inhibicion del complejo ataque a membrana
* ERADH112 (Complejo ERCPADH)

» Unién a células diana

« Fagosina
« Proteina de membrana L220

* Lectina

* Aglutinina - Eritrofagocitosis

« Regulador de la proliferacionde LT
« Proteina rica en serina (SREHP)

= Unién al epitelio intestinal

« Potente inmunogeno

* Amebaporo A, By C

« Enzima proteolitica

«» Asesina las bacterias fagocitadas por el trofozoito

* Induce la necrosis de células epiteliales y leucocitos
« Hemolisina lll

» Lisis de células del hospedero
» Fosfolipasa A

« Lisis de leucocitos

nzimas proteoiinicas

« Cisteinas Proteasas
» Degradacion de IgA e 1gG
« Degradacion de la proteina precursora pro-|L-18
« Degradacion del C3ay C5a
« Actividad ICE —+ Induccién de la apoptosis

Fig. 22. Determinantes de virulencia amebiana. Principales funciones de las proteinas
secretadas por trofozoitos de Entamoeba histolytica (Tomado de Trejo y Castafion, 2009).
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4.3 Ciclo de vida de Entamoeba histolytica

E. histolytica es monogenética 0 monoxénica, lo que significa que su ciclo de vida
se completa s6lo en un huésped (Fig. 23), que generalmente es el humano. La
ingestion de quistes maduros infecciosos (que poseen 4 nucleos), en comida,
agua o manos contaminadas, va seguida de su excitacién so6lo cuando alcanzan
la parte terminal del intestino delgado (ileo). El jugo gastrico no tiene efecto y no

puede disolver la pared del quiste.

La exquistacién es el proceso de transformacion de los quistes en trofozoitos
mediante la disrupcion de la pared del quiste, a través de la accidén de la enzima
tripsina, lo que permite que emerja la ameba cuadri-nucleada e inicie la
proliferacion. La ameba sufre una serie de divisiones nucleares seguidas de 3
rondas sucesivas de citocinesis (division celular) para producir 8 pequefios
trofozoitos uninucleados, llamados amebulas. Bajo condiciones hostiles, también
podrian producir quistes; una vez que se agregan a la capa de mucina del
intestino acumulan una cantidad considerable de alimentos en forma de
glucdgeno, granulos de croméatides en forma de barras negras y forman una pared
de quiste delgada, redondeada y resistente. Por lo tanto, la enquistacion ocurre en
la luz del intestino, y la formacion del quiste se completa cuando cuatro nucleos
estan presentes. Las sefiales que conducen a enquistaciobn o exquistacion son
poco conocidas, pero podrian ser desencadenadas por una lectina de unién a una
galactosa en la superficie del parasito. Después de eso, ambas etapas pasan en
las heces: los trofozoitos generalmente estan presentes en las heces blandas,
mientras que los quistes se encuentran en las heces firmes. Debido a la
proteccion conferida por sus paredes, los quistes pueden resistir las condiciones
ambientales durante dias o0 semanas y pueden ser responsables de la transmision
de la enfermedad. Sin embargo, una vez fuera del cuerpo, los trofozoitos que
pasan en las heces se dafan rapidamente y, si se ingieren, no sobreviven a la
exposicion al entorno gastrico. Lo anterior describe la colonizacién tipica
asintomatica que representa casi el 80 al 90% de todas las infecciones (Petri,
2017).
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En el 10 a 20% de las infecciones, cuando los trofozoitos colonizan el intestino al
adherirse a la glucoproteina de la mucina colénica a través de galactosa y lectina
especifica de N-acetil D-galactosamina (GalGalNac), se alimentan de bacterias y
desechos celulares y se someten a rondas repetidas de division binaria. El dafio
al colon es causado por neutrofilos que responden a la invasion. Los trofozoitos
también pueden invadir la barrera de la mucosa intestinal y obtener acceso al
torrente sanguineo, por lo que pueden diseminarse al higado, al pulmén y a otros
sitios con las manifestaciones patologicas resultantes. Desde estos sitios no

pueden abandonar el huésped (Petri, 2017).

Ingesta de agua o comida contaminada con
~ materia fecal y quistes de E, histolytica

Infeccion
asintomatica
autolimitada en el
90% de los casos

O,
‘\ Apenwa'de quistes
"

Enquistacion
en la luz delintestino delgado

v v
Multiplicacion de Invasion al
trofozoitos por colon por
fision binaria trofozoitos v »
e‘ p trofozoitos "-""““
v cspecinda
@ Q —» Colonizacion de Gal/GalNac
Enquistacién \ 7 d 4‘
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38 amebiany
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Fig. 23. Ciclo de infeccion de E. histolytica. La infeccién normalmente se inicia por la ingestion
de agua contaminada con heces o alimentos que contienen quistes de E. histolytica. La forma de
quiste infeccioso del parasito sobrevive al paso a través del estdmago y el intestino delgado. La
exquistacion ocurre en la luz intestinal, donde se forman trofozoitos moviles y potencialmente
invasivos. En la mayoria de las infecciones, los trofozoitos se agregan en la capa de mucina
intestinal y forman nuevos quistes, lo que resulta en una infeccion autolimitada y asintoméatica. Sin
embargo, en algunos casos, la adherencia y la lisis del epitelio del colon, mediada por la galactosa
y la lectina especifica de N-acetil-D-galactosamina (Gal/GalNAc), inicia la invasion del colon por
los trofozoitos. Una vez que se invade el epitelio intestinal, puede seguir la diseminacion
extraintestinal al peritoneo, el higado y otros sitios. (Tomado y modificado de Petri, 2017).
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4.4 Secuencias Teloméricas de Entamoeba histolytica

En E. histolytica, no ha sido posible identificar las secuencias de los extremos
terminales de los cromosomas ni se han identificado secuencias teloméricas
canolnicas ni ortdlogos de genes de la telomerasa (Clark et. al. 2007). Sin
embargo, el 10% del genoma de E. histolytica corresponde a genes de tRNA que
estan asociados con repeticiones en tdndem (Loftus et. al. 2010). Hay 25 tipos
diferentes de arreglos en tAndem largos que contienen entre 1 y 5 tipos de tRNA
por unidad de repeticion y STR que se asemejan a microsatélites (Tabla 5). Se ha
propuesto que estas matrices pudieran localizarse en los extremos del
cromosoma, actuando como regiones teloméricas que cumplen un papel
estructural en el genoma. Ademas, los cromosomas de E. histolytica no se
condensan completamente y existe una variacion considerable en el tamafio de
sus cromosomas debido a la extraccidn y contraccion de las repeticiones

teloméricas, como en otros protistas como en D. discoideum (Clark et. al 2006).

Tabla 5. Caracteristicas de las unidades STR de tRNA

Nombre del Tipo de isoaceptor Longitud (pb) | 5S RNA? Numero de
arreglo acceso
GenBank
[AACGC] AlaAcC 559 X BK005648
[ALL] AlaCCC, Leu™A Leutrs 1154 X BK005649
[ASD] AlaTCeC SerCCT AspCTc 1166 X BK005650
[GecC] GlyGcc 813 X BK005662
[GTEC GlyTcc 490 X BK005663
[HETE] HisCTe 634 X BK005664
[LS] LeuCAC, SercGA 961 X BK005667
[LT] LeuAACG, ThrAcT 935 X BK005666
[MR] eMetCAT, ArgTce 1031 X BK005653
[NK1] AsnCTT, LysCTT 1006 X BK005655
[NK2] AsnCTT, LysCTT 1251 X BK005656
[PTCC] Pro’cc 761 X BK005669
[RTCT] ArgTcT 686 X BK005654
[R5] Arghce 846 Si BK005651
[RT] ArgCeT, ThracT 964 X BK005652
[SD] SerTGA AspC®Tc 767 X BK005657
[SPPCK] SerfGA, ProAGG, ProCGe, 1775 X BK005659
CysCCA, LysTTT
[SQCK] SerfGA, GINCTG, CysCCA, 1403 X BK005658
LysTTT
[TQ] ThrCCT, GInTTe 767 X BK005660
[TX] ThrTeT 1107 X BK005670
[V5] ValTAC 812 Si BK005671
[VF] ValCAC, PhetAA 965 X BK005668
[VMES5] ValCAC iMetCAT, GIucTC 1466 Si BK005672
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[W1] TrpCeA, lleAAT 1135 X BK005665

[YE] TyreTA, GluTTc 938 X BK005661

Los tipos de isoaceptor de tRNA se administran con su anticodén. Se proporciona una unidad de
longitud, pero a veces estan presentes otras variantes de longitud que difieren principalmente en el
namero de STR (Tomado y modificado de Clark, 2005).

Casi todos los genes que codifican para tRNA son adyacentes a STRs, lo que
indica que su asociacién con STR es un fendbmeno general, y a su vez las
unidades estan organizadas en matrices en tandem que comprenden multiples
copias idénticas o casi idénticas. Fuera de las regiones de codificacion de tRNA,
las secuencias son extremadamente ricas en A+T en contraste con las
secuencias tRNA ricas en G+C. Tres de las secuencias ricas en G+C son
idénticas y se identificaron como genes que codifican para RNA 5S previamente
desconocidos en E. histolytica (Fig. 24). La cuarta secuencia rica en G+C en la
matriz, no se ha identificado, pero se sospecha que puede ser un pequefio gen
que codifica RNA nuclear. Las longitudes de las unidades de matriz varian entre
490 - 1775 pb, y entre los genes adyacentes de tRNA o 5S RNA hay una region
STR en casi todos los casos las cuales tienen cierta homologia con la secuencia
candnica humana (TAAGGG) (Clark et. al., 2006).

[——" Block A Block B M — Block A Black B Sequerce type Block A llw:

IRR ‘ INK F% TR — (M) isp [ (TN a3

- K ﬂ( SR —— (] 10 [men ) (IO 00 (a1
NG ) — TN TR (T b [ n )

3R oK F'z\}—ll:|:|[3|:li\:t:11u:li:i g il HES (T D @mll—ﬂ—ﬂ—é D

4RR K ) ST TR T —— (TG s T —{ITTITTTTITTTRE ]

R K g a osp  [E A TTIE——-—(& ™)
NK v L‘w

6RR
TRR
8RR
9RR
10RR
11RR
12RR

S0 [ > (TTTIO————-0—
[ Sertia

45D
95D
105D
1sn
12sn
1350
14sD
158D
168D
175D

[roararor Jroarrrer [ roarrra
Jratemma ] TTATGITCTTATIICTITATITTATIATGTTC

Yricie Wi Do Wi Orastacaan  Qatatacasa  [Jatatasac

[ taataasa [ atataGAAA ] ATATAAAC
Uractarr [ rracraar []cacrrara [ cacrrarc

[rararer  [roarmer [ roarrma
Jrrateria (] TIATGTICTTATTICTTTATTITATTATGTTC

Fig. 24. Representacion esquematica de la organizacion de las unidades de los arreglos de
tRNA. Se muestran unidades representativas. La orientacion del gen esta indicada por la direccion
de la flecha. Los STR se indican mediante cuadros de diferente color, cada color en cada matriz
indica una secuencia STR distinta (Tomado y modificado de Clark, 2006).
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4.5 Proteinas TRFs en Entamoeba histolytica

Hasta ahora, no se han descrito secuencias teloméricas o complejos de proteina
implicados en la funcién de los telomeros de este parasito. El estudio de los
homélogos de TRF ayudarad a comprender mejor la biologia de los telémeros de
E. histolytica. Por lo tanto, en nuestro grupo de trabajo se han estudiado proteinas
de E. histolytica que tienen el dominio Myb de uniébn a DNA (Myb-DNA), estas
proteinas se agrupan en las familias I, 1l y Ill y estan relacionadas a factores de
transcripcion. Ademas, se identificd, que los miembros que componen la familia Il
denominados EhTRF-like tienen alta identidad de secuencia con proteinas TRF

de H. sapiens.

A diferencia de H. sapiens, el cual tiene un solo gen que codifica TRF1 y otro a
TRF2, E. histolytica tiene tres genes codificantes para proteinas TRF, los cuales
estan ubicados en los loci: EH1 001110, EHI_001090 y EHI_148140. En E.
histolytica los genes EHI_001110 y EHI 001090 estan localizados dentro del
mismo contig, lo cual sugiere que ocurrié una duplicacion génica en el genoma de
este parasito. A las proteinas codificadas por estos genes se le denomind EhTRF-
like I, Il, lll y aunque en la base de datos aparecen como proteinas hipotéticas,
debido a su alta identidad con proteinas de unién a telémeros, su posible funcion

podria estar relacionada al reconocimiento de las secuencias teloméricas.

Tabla 6. Comparacién de las proteinas EhTRF-like de E. histolytica con TRF1y

TRF2
Locus Anotacién Proteina H. Acceso E-value Pid
sapiens
EHI 148140 HP TRF1 P54274 4.8e-7 29.7
EHI 001090 HP TRF1 P54274 4.8e-7 29.7
EHI 001110 HP TRF2 P54274 9.9e-7 25.8

(Tomado y modificado de Rendén, et. al. 2018).

Las proteinas EhTRF-like ademas, tienen conservado el motivo Telebox que
contiene los aminoacidos VDLKDKWRT en la tercera hélice del dominio DBD
MYB, involucrados en los contactos proteina-DNA de los factores de union a
repetidos teloméricos de eucariontes superiores. EhTRF-like | y Il tienen un
extremo amino terminal acidico, similar al extremo rico en acido aspartico y acido

glutamico de TRF1 con un pl de 5.8 y 7.14 respectivamente. Contrastando con el
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extremo amino terminal de EhTRF-like Il que tiene una mayor cantidad de
aminoécidos basicos y su pl es de 8.29 lo cual coincide con las caracteristicas del
extremo amino de TRF2 (Fig. 25). De manera interesante, las proteinas TRF se
conservan desde eucariotas inferiores, hasta plantas y mamiferos (Fig. 26)
(Renddn, et. al. 2018).

A MYB DBD
v
HsTRF1 3 PEKH KNLRS MKKLKLISS 435
HsTRF2 44 DSTTNITEMOK SEWVKAGVQ MKRLGMN-- 500
ERTRF-like | 25 NGQVIK QNLIEGV! LEFSRLRNN 359
ENTRF-fike || 30 ENNKLK QNLIEGY LENSRLRNN 414
ERTRF-fike lll M EHSKLKKRERRESERBTONLIEGY: IENSRNRIN 434
MW pl
B (kDa)
HsTRF1 v el 502 599
MapiShesich KKERRVGTPQSTKKKKESRR
Rn Rw-’n N
; Sv “v" T 731- Kso Ta »
HTRE v T~ - © i == b 55 922
Argrich KRPRK
M S‘S: t M M »?
EETRE Acidic R ¢ 468 584
515 6.68
53.1 8.39
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Fig. 25. Proteinas EhTRF-like de E. histolytica. (A) Alineamiento de la secuencia de
aminoécidos del Myb-DBD de las proteinas HsTRF1 y HsSTRF2 de H. sapiens y EnTRF-like I, Il y
Il de E. histolytica. Las barras negras ilustran la posicion de las tres a-hélice del Myb-DBD. Los
triptéfanos o residuos aromaticos conservados estan indicados con una flecha negra. Se muestra
el consenso de la secuencia telebox, donde los aminoacidos conservados se muestran en colores
y los residuos que interaccionan con la secuencia telomérica se sefialan con puntos negros. (B)
Representacion esquematica de dominios principales y las modificaciones postraduccionales de
las proteinas TRF y EhTRF-like donde se muestran sus dominios TRFH, de dimerizacién, Myb-
DBD, sefiales de localizacidn nuclear (NLS) y extremo amino acidico (A) o basica (B). MW, peso
molecular. pl, su punto isoeléctrico (Tomado de Rendén, et. al. 2018).
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Fig. 26. Arbol filogenético de proteinas EhTRF-like. Las secuencias de aminoacidos del DBD
MYB fueron alineadas usando ClustalW y posteriormente se infirié el analisis filogenético usando
el método de Neighbor-Joining. Las distancias evolutivas se calcularon mediante el método de
correccién de Poisson. Los valores de boostrap >50% (de 1,000 repeticiones) se muestran cerca
de las ramas individuales. Los analisis evolutivos se realizaron con MEGA 7. HsTRF1 (Homo
sapiens, NP_059523.2), MMTRF1 (Mus musculus, NP_033378.1), PtTRF1 (Pan troglodytes,
XP_016815057.1), XITRF1 (Xenopus laevis, DQ146827.1), HSTRF2 (H. sapiens, NP_005643.2),
PtTRF2 (P. troglodytes, XP_016785565.1), BtTRF2 (Bos taurus, NP_001341392.1), BbTRF2
(Branchiostoma belcheri, XP_019634930.1), DrTRF2 (Danio rerio, BC096857.1), TrTRF2
(Thecamonas trahens, XP_013759355.1), TtTRF (Takifugu rubripes, XP_011616883.1), AtTRF-
like 3 (A. thaliana, NP_001185023.1), AtTRF-like 6 (A. thaliana, NP_974133.1), AtTBP1 (A.
thaliana, XP_015625433.1), AtTRP4 (A. thaliana, NP_196886.1), OsTBP1 (Oryza sativa,
XP_015625433.1), EhTRF-like | (E. histolytica, XP_649878.1), EhTRF-like Il (E. histolytica,
XP_649880.1), EhTRF-like Il (E. histolytica, XP_657528.1), EdBOEC67 (Entamoeba dispar,
XP_001735901.1), EdBOEC69 (E. dispar, XP_001735903.1), Ein079420 (E. invadens,
XP_004184366.1), Ein023650 (E. invadens, XP_004257447.1), EnH4C7 (E. nuttalli
XP_008857362.1), EnK2H4C7 (E. nuttalli, XP_008860337.1), ENnK2G4T7 (E. nuttalli,
XP_008860339.1), NF0021980 (Naegleria fowleri), LaTRF2 (Leishmania amazonensis,
ABU53006.1), TbTRF (Trypanosoma brucei, AAX86992.1), TvTBP (Trichomonas vaginalis,
XP_001314728.1), EHI_009820 (E. histolytica, XP_001913661.1), and EHI_074810 (E. histolytica,
XP_649576.1) (Tomado de Renddn, et. al. 2018).
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Mediante microscopia confocal también se ha determinado que las proteinas
EhTRF-like | y lll co-localizan en el nlcleo cercanas a la periferia nuclear y en
algunos foci. De manera interesante, estas proteinas ocupan posiciones similares
a las de la proteina lamina B1 y las de la histona H4K20me3 las cuales son
marcadores de periferia nuclear y de regiones teloméricas respectivamente.
También, por medio de microscopia electronica de transmisién (TEM) han
encontrado a EhTRF-like 11l en regiones de cromatina condensada, lo que podria
corresponder a regiones de heterocromatina (Fig. 27). Estos hallazgos han

sugerido que las proteinas EhTRF-like de E. histolytica pueden desempefiar

a-Lamin B1 Merge

funciones similares a las proteinas TRF de H. sapiens.
phe DAPI EhTRF-like
10

EhTRF-like Il

phc DAPI EhTRF-like | H4K20me i-Lamin B1

hTRFdike I

E
-t

£im
T R—

Fig. 27. Localizacion de las proteinas EhTRF-like en los trofozoitos de E. histolytica. (A)
Localizacion de las proteinas EhTRF-like | y Ill. Los trofozoitos se procesaron para
inmunofluorescencia directa y se incubaron con los anticuerpos acoplados a Alexa a-EhTRF-like |
(Alexa-647, magenta), a-EhTRF-like Il (Alexa-488, verde), a-Lamin Bl (Alexa-555, rojo) y a-
H4K20me3 (Alexa-488, verde). Los nlcleos se tifieron con DAPI y las preparaciones se analizaron
por microscopia confocal. Las puntas de flecha blancas indican co-localizacién de las proteinas.
(B) Trofozoitos que sobre expresan a la proteina EhTRF-like Ill se incubaron en presencia del
anticuerpo a-EhTRF-like 11l seguido de un anticuerpo secundario acoplado a una particula de oro y
visualizados por TEM (Tomado de Renddn, et. al. 2018).
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Asi mismo, se analizd si los extractos de proteinas nucleares de E. histolytica
contenian proteinas que pudieran reconocer secuencias candnicas teloméricas.
Por lo que se realizaron ensayos tipo EMSA empleando extractos nucleares
obtenidos de trofozoitos de E. histolytica y una secuencia telomérica candnica
humana (HSTEL-TTAGGG) obteniéndose tres complejos DNA-proteina (Fig. 28).
Presumiblemente, la formacion de estos complejos se debe a la unién de las tres
proteinas similares a TRF con la sonda HSTEL.

HsTEL EhTEL mut-TEL non-REL
Competitor - - 50 100 200 50 100 200 5 100 200 50 100 200
NE - + 4+ + + + + + + + + 4 + +

1 2 3 4 5 6

7 8 g 10 1 12 13 4
HSTEL

Fig. 28. Formacion de complejos DNA-proteina con la sonda HSTEL y extractos nucleares
de E. histolytica. Se realiz6 el ensayo EMSA utilizando DNA telomérico can6nico humano de
doble cadena radiomarcado (HSTEL) como sonda y extractos nucleares obtenidos de trofozoitos
de E. histolytica. Los ensayos de competencia se realizaron en presencia de un exceso de 50, 100
y 200 veces de secuencias no marcadas: competidor especifico de HSTEL, secuencia de E.
histolytica (EhTEL), secuencia telomérica mutada (mut-TEL) o secuencia no relacionada (Non-Rel)
(Tomado de Rendon, et. al. 2018).

Para investigar si las proteinas EhTRF podian unirse a DNA telomérico
bicatenario, se purifico la proteina recombinante EhTRF-like | y se utilizé una
secuencia (EhTEL-TTAGTATT) derivada de los STR de la subunidad NK2 de los
genes de tRNA elegida por ser la que tiene mayor identidad de secuencia con el
repetido candnico humano (TTAGGG). Como se observa en la Fig. 29 rEhTRF-

like 1 se uni6 especificamente a las sondas HSTEL y EhTEL. Los ensayos de
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competencia mostraron que el complejo formado por la proteina recombinante
desaparecio en presencia de sondas en excesos molares de HSTEL y EhTEL sin
marcar. No hubo competencia por la union cuando la sonda mut-TEL se us6 con
el mismo exceso molar; lo cual corrobora que la proteina EnTRF-like | es capaz

de unirse a secuencias teloméricas canonicas.

A T nTn na TR
Corgetary “ 00 a0 w W 5% w00 )
{‘m e - . . . . - - . - - .
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Fig. 29. Formacion de complejos DNA-proteina con rEhTRF-like I. Ensayos EMSA empleando
rEhTRF-like | y las sondas HsTel (A) y EhTel (B) y ensayo de competencia en presencia de
excesos molares de 50, 100 y 200 veces de secuencias no marcadas (HsTel, EhTel y Mut-Tel).
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V. Justificacion

La regulacion y el mantenimiento de los telémeros mediado por el complejo
Shelterin parece ser compleja y los detalles moleculares de este interesante
aspecto de la biologia de los telomeros no han sido completamente elucidados en

el parasito E. histolytica.

En el genoma de Entamoeba histolytica no hay registros de secuencias
teloméricas clasicas por lo cual es importante determinar la afinidad por las
secuencias STR y obtener un posible interactoma de proteinas asociadas a la
proteina EhTRF-like | que nos proporcione mas informacion sobre cémo esta

organizada la maquinaria telomérica de este parasito.
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VI. Hipotesis

Los dominios TRFH y de union a DNA MYB de las proteinas EhTRF-like de E.
histolytica presentan una estructura tridimensional e interacciones similares a las

de sus homélogos humanos.
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VIl. Objetivos

7.1 Objetivo General

Caracterizar la estructura tridimensional de la proteina EhTRF-like | de E.
histolytica y sus interacciones con DNA y proteina.

7.2 Objetivos Particulares

1. Determinar la estructura in silico de los dominios TRFH y el dominio MYB de
union a DNA de la proteina EhTRF-like .

2. Determinar la Kg de la proteina rEhTRF-like | con secuencias teloméricas

canonicas y no candnicas.

3. Identificar proteinas que interaccionen con la proteina rEnTRF-like I.
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IX. Metodologia

9.1 Andlisis Bioinforméatico

La prediccion de la estructura secundaria para cada uno de los dominios de
dimerizacion TRFH y de union a DNA MYB se realiz6 empleando los servidores
PFAM (https://pfam.xfam.org/) y PSIPRED (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/). La
prediccidn de estructura terciaria se realiz6 mediante modelado libre (ab initio)
empleando el servidor ROBETTA (http://robetta.bakerlab.org/index.html). Robetta
es un servidor de prediccién de estructura de proteinas de cadena completa,
analiza las cadenas de proteinas en dominios putativos con el protocolo de Ginzu
y modela esos dominios por el método de ab initio. Para visualizar y analizar el
modelado de las estructuras se utilizd6 el programa UCFS Chimera

(https:/lwww.cgl.ucsf.edu/chimera/).

9.2 Obtencion y Purificaciéon EnTRF-like | Recombinante

El gen de 1210 pb que codifica para la proteina EhTRF-like | se clond en el vector
pCold I (Takara) utilizando los  oligonucledétidos sentido 5-
CGCGGATCCTTATTGAGAAAGATCCAATTG-3° y el antisentido  5'-
GGAATTCCATATGAATAACCCTCAGTTTGC-3' los cuales contienen los sitios de
restriccibn BamHI y Ndel respectivamente para generar la construccion pCold-
ehtrf- like | de acuerdo a lo publicado en Rendén-Gandarilla et al., 2018

Para la produccion de la proteina rEnTRF-like | se empled la cepa de Escherichia
coli Rosetta (DE3) (Novagen), las cuales se transformaron con el plasmido pCold-
ehtrf- like I. Posteriormente, una colonia se usé para inocular 25 mL de medio LB
suplementado con 100 pg/mL de ampicilina y se dejé crecer durante toda la noche
(ON). Con este cultivo se inocul6é un matraz de 1L y la expresién de la proteina
rEhTRF-like | se indujo con 1mM isopropyl-1-thio-B-D-galactopyranoside (IPTG) a
16° C por 16 h. Posteriormente, las células se cosecharon y lisaron en un buffer
de lisis (20 mM Naz2HPO4, 500 mM NacCl, 8 mg lisozima y 4 uL de 100 mM PMSF)
y se incubaron por 30 minutos, seguido de un ciclo de sonicacién (30 segundos,
30 pulsos, 80% amplitud). El lisado se centrifug6 a 14,000 rpm durante 30 minutos

a 4°C. La fraccion soluble se filtré con un filtro estéril de 0.45 nm y se procedi6 a
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purificar por el método de batch incubandose con la agarosa HIS-Select® Nickel
Affinity Gel (Sigma-Aldrich) por 1 hora a 4° C. Posteriormente, se centrifugd a
5000 rpm por 1 minuto. El primer lavado consistié en 25 ml de tampon de lisis y el
segundo lavado se realizé con 25 mL de tampon de lisis suplementado con 20
mM imidazol. La proteina se eluy6é con 2 ml de 50 mM Tris-HCI, 100 mM Nacl,
500 mM imidazol y se dializé durante la noche en 1 L de un tampon que contenia
25 mM Tris-HCI pH 7,5 y 300 mM NaCl. También la proteina se purificé por medio
de cromatografia liquida de proteinas de alta velocidad (FPLC) en el equipo
AKTAprime plus (GE Healthcare Life Sciences) y una columna Ni Sepharose High
Performance (GE Healthcare) empleando el programa His Tag Purification
HISTRAP. Para evaluar la induccién y purificacion de la proteina rEnhTRF-like I,
los extractos y la proteina dializada se analizaron por medio de SDS-PAGE e
inmunodeteccion empleando un anticuerpo anti-histidina (a-His) (Santa Cruz
Biotechnology. Inc) en una dilucion de 1:1000 y un anticuerpo secundario anti-
raton (Invitrogen-Gibco) diluido 1:3000. Para la purificacion de la proteina
recombinante, se obtuvo la fraccion soluble utilizando cromatografia de afinidad
con His-Select Nickel Afinity Gel, siguiendo las indicaciones del fabricante. La
proteina rEhTRF-like | se dializ6 en un buffer con 25mM Tris-HCL pH 7.4 y 300
mM NaCl. Finalmente, se cuantifico por el método de Bradford y se empleé para

los ensayos EMSA y Pull down.

9.3 Ensayos de Inmunodeteccion (Western Blot)

La proteina inducida y purificada rEhTRF-like | fue analizada por electroforesis en
geles SDS-PAGE al 10% tefiidas con Azul de Coomasie R-250. A continuacion,
las proteinas fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa en una camara de
transferencia Trans-Blot turbo (BIO-RAD) por 30 min a voltaje constante 25V.
Posteriormente, fueron blogueadas con leche descremada al 5% en PBS 1X
durante toda la noche. Para realizar la inmunodeteccion se agregd el anticuerpo
primario a-His en una dilucion 1:5000 al 1% en leche descremada en PBS 1X y se
incubaron en agitacion ON a 4°C. Al terminar la incubacion, se lavo 4 veces la
membrana con PBS-Tween 20 1X cada 15 minutos por 1 hora a temperatura

ambiente. Enseguida, se agregé el anticuerpo secundario (anti-lgG de ratén) en

una dilucion 1:3000 en leche descremada al 1.5% en PBS 1X y se incubd en
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agitacion por 1 hora a 37°C. Finalmente, se realizaron 4 lavados cada 15 minutos
por 1 hora con PBS-Tween 20 1X y se visualizé con reactivo Merck™ Sustrato
HRP Western Luminata Forte (Merck-Millipore) en el equipo ChimeDoc MP (BIO-
RAD).

9.4 Hibridacion de Oligonucleétidos para el EMSA

Para la realizacion de la hibridacion se tom6 1 pg de cada uno de los
oligonucledtidos (HsTel, EhTel, EhTel (2), NonTel) sentido y antisentido (Tabla 7)
y se colocaron en un tubo eppendorf con buffer TM (50 mM Tris-HCL, 2.5 mM
MgCl2 pH 7.0). Los tubos se calentaron y mantuvieron a 85 °C durante 5 minutos
y se dejaron enfriar hasta alcanzar la temperatura ambiente. Posteriormente,

fueron guardados a -20°C hasta su uso.

Tabla 7. Sondas utilizadas para los ensayos EMSA

Sonda Secuencia.
HsTel S: 5" GCTCTAGATGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG 3
AS: 5 AATCCCAATCCCAATCCCAATCCCCGAGATCTAC 3’
EhTel S: 5 GCTCTAGATGTTTAGTATTTTAGTATTTTAGTATTTTAGTATT 37

AS: 5" AATCATAAAATCATAAAATCATAAAATCATAACGAGATCTAC 3
EhTel (2) S: 5" GCTCTAGATTATATGTTTATATGTTTATATGTTTATATG 3

AS: 5 GCAGATCTACATATAACCATATAAACATATAAACATATAA S
NonTel S: 5" GCTCTAGATGTGGGCTAGCTAGCTCTG 3

AS: 5" CATCTAGAGCCCTGAGTCAGAGCTAG 3

9.5 Ensayos de Retardamiento de Movilidad Electroforética (EMSA)

Los ensayos de unibn a DNA se realizaron empleando los siguientes
oligonucledtidos: HSTEL (TTAGGGx4), el cual contiene la secuencia canonica
humana, EhTEL (secuencia derivada del STR (TTAGTATTx4) de la unidad NK2
del arreglo de tRNA arrays de E. histolytica), EhTel (2) (secuencia derivada del
STR (TTATATGTx4) de la unidad [RTCT] del arreglo de tRNA arrays de E.
histolytica) y MutTel (secuencia (TGGGTAGx4) no relacionada a una secuencia
telomérica). Para ello los oligonucleétidos se hibridaron y se marcaron con 0.042
mCi [y-32P] dATP (Perkin Elmer), usando la enzima T4 Polynucleotide Kinase
(Thermo Fisher Scientific) para posteriormente purificarlos con el kit QIAquick
nucleotide removal kit (Qiagen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante y

finalmente fueron cuantificados con un equipo espectrémetro de centelleo liquido.
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Concentraciones crecientes de la proteina recombinante rEhTRF-like 1 (5.02,
10.04, 15.06, 20.08, 25.1, 30.12, 35.14, 40.16, 45.18 x103 nM) se incubaron por
25 min a 4°C con 0.05 ng/pL de los oligonucleétidos marcados en buffer de
binding Bdg 2X (12 mM HEPES pH 7.8, 60 mM KCL, 5mM MgCl, 20% Glicerol y
un coctel de inhibidores de proteasas), solucion de SpMg (4mM espermidina,
4mM MgCl2). Las muestras se depositaron en un gel nativo no desnaturalizante
de poliacrilamida al 6% y de baja fuerza idnica con 0.5% TBE. La electroforesis se
llevo a cabo a 85 V y el gel fue secado al vacio a 80 °C por 30 minutos;
posteriormente, el gel se expuso en un cassete para autoradiografia Storage
phosphor screen (GE-Healthcare) toda la noche y los complejos proteina-DNA se
evidenciaron a través de un detector Storm (GE-Healthcare) o por autoradiografia
utilizando peliculas Kodak X-omat film (Sigma) y exponiendo a - 70°C para su
posterior revelado. La constante de disociacion (Kq) se estim6 a partir de los
ensayos, cuantificando la cantidad de oligonucleotido libre y del complejo DNA-
proteina con el programa Quantity One 1-D Analysis Sofware (BIO-RAD),
determinando la concentracion en la que el 50% de la sonda estad unida a la
proteina a través del andlisis de datos empleando el programa Prism - GraphPad y

la herramienta Equation: One site - Specific binding.

9.6 Cultivo de trofozoitos de E. histolytica

Los trofozoitos de la Cepa HM1: IMSS clona A se cultivaron axénicamente a 37°
C en tubos de medio TYI-S-33 (Diamond et al. 1978) suplementados con 15% de
suero bovino (Microlab) al 15% (inactivado por calor), suplementado con 3% de
vitaminas de Diamond (Sigma- Aldrich), mezcla de penicilina y estreptomicina
100x (Sigma-Aldrich). Para realizar los experimentos, se usaron los trofozoitos en
fase de crecimiento logaritmico, los cuales fueron incubados en un bafo de hielo
durante 10 minutos y se cosecharon por centrifugacion a 1500 rpm durante 5

minutos a 4° C.
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9.7 Obtencion de extractos totales de trofozoitos de E. histolytica

Para la obtencidn de proteinas totales después de cosechar los trofozoitos de E.
histolytica, se lavaron en PBS 1x pH 6.8 a 1500 rpm por 5 minutos.
Posteriormente, se realizd conteo celular en una camara Neubauer y se hicieron
alicuotas de 3x10° células en tubos eppendorf a los cuales se les adicionaran 100
ML de TRIS-HCL 100 mL (Sigma- Aldrich), 1 yL de PMSF 200 mM (Sigma-
Aldrich) y 5 yuL de 50x CompleteTM Protease inhibidor Cocktail (Sigma-Aldrich) y
posteriormente se realizaron tres ciclos de congelamiento—descongelamiento para
luego ser centrifugados a 1500 rpm durante 5 minutos a 4° C y recuperar los
sobrenadantes. Los extractos obtenidos de esta manera se cuantificaron por el

meétodo de Bradford empleando el reactivo Bio-Rad protein Assay (Bio-Rad).

9.8 Obtencion de extractos nucleares de trofozoitos de E. histolytica

Para obtener proteinas nucleares de E. histolytica, 1x10° trofozoitos se
cosecharon por centrifugacion a 1500 rpm durante 5 minutos a 4° C. La pastilla se
resuspendio en 1ml de PBS 1X pH 6.8 para lavarla. Posteriormente, las células se
resuspendieron en 400 pL de buffer A (Hepes 1M pH 7.9 KCL 1M, EDTA 0.5M,
EGTA 100mM, DTT 1M, PMSF 200mM Complete 50x) por cada 1 x10 6
trofozoitos mezclando suavemente. Luego de 5 a 10 min, se anadié 25uL de
NP40 al 10% por cada 1 x10° trofozoitos. Estas se agitaron vigorosamente en el
vortex durante 30 segundos y se centrifugaron a 14000 rpm durante 10 minutos.
El sobrenadante se transfiri6 a nuevos tubos. Se resuspendié la pastilla en el
mismo volumen de buffer A y se coloco sobre un colchén de sacarosa 0.3M (1mL)
y se centrifugo por 20 minutos a 9,000 rpm. La pastilla de nucleos obtenida se
rompié realizando 3 ciclos de congelamiento — descongelamiento. Posteriormente,
fueron centrifugados durante 15 minutos a 14,000 rpm y se hicieron alicuotas con
el sobrenadante en tubos eppendorf, se cuantificaron por el método de Bradford y

se almacenaron a -70° C hasta su uso.
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9.9 Cuantificacion de proteinas

La cuantificacion de proteinas se realizé utilizando el kit Protein Assay Il (Bio-
Rad), el cual estad basado en el método de Bradford. El reactivo se preparé una
dilucién 1:4 con agua destilada y enseguida se filtré en papel Whatman #1 para
remover particulas precipitadas. Se prepard también una solucion concentrada de
BSA a una concentracion de 10 mg/uL en agua desionizada a partir de la cual se
preparo una curva patron donde se adicionaron 200 pL de la solucidon preparada
de Bradford a cada pozo considerado en la curva. Se adicionaron también 10 pyL
de muestra segun corresponda y se incuboé la placa en oscuridad a temperatura
ambiente por 5 min. Posteriormente, se ley6 la absorbancia a 595 nm en un lector
de placas ELISA.

9.10 Ensayo Pull Down

El ensayo de pull down es un método in vitro utilizado para determinar una
interaccion fisica entre dos o mas proteinas. En un ensayo de pull down una
proteina “cebo” se marca y captura con un ligando de afinidad inmovilizado
especifico para la etigueta, generando de ese modo un “soporte de afinidad
secundario” para purificar otras proteinas que interactdan con la proteina cebo. Se
utilizé la proteina rEhTRF-like | que contiene la etiqueta de fusion de hexa-
histidina (6xHis) previamente purificada. Los extractos nucleares se pre-
clarificaron mediante incubacién con la resina de Ni?* en buffer de unién (25mM
Tris-HCI, 500 mM NaCl y 20 mM Imidazol, pH 8.0) durante una hora para eliminar
las proteinas que interaccionan de manera inespecifica. La resina de Ni?* (50pL)
se lavo con 1-2 volimenes de agua para eliminar el etanol del medio, enseguida
fue equilibrada con buffer de equilibrio (50mM fosfato de sodio, 300mM NaCl y
20mM Imidazol, pH 8.0) y a continuacion se afiadid e inmovilizd a la proteina
rEhTRF-like | (6.2 pg/puL) mediante incubacién por una hora en agitacién suave.
Una vez transcurrido este tiempo se hicieron lavados con 1-5 volimenes de buffer
de lavado (50mM fosfato de sodio, 300mM NaCl y 50mM Imidazol, pH 8.0) y se
agregaron los extractos nucleares, posteriormente se incubd por una hora. Una
vez transcurrido el tiempo se realizaron lavados con buffer de lavado (50mM

fosfato de sodio, 300mM NaCl y 50mM Imidazol, pH 8.0) y se llevé a cabo la
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elucidon de la interaccion proteica con buffer de elucion (50mM fosfato de sodio,
300mM NaCl y 300 mM Imidazol, pH 8.0). Los complejos de proteinas resultantes
fueron recuperados y analizados mediante SDS-PAGE, teifidos con Azul de
Coomassie G-250 o mediante tincidn con plata compatible con espectrometria de
masas. Para la identificacion de las proteinas las proteinas eluidas se separaron
en un gel de SDS-PAGE 10% vy se tifieron mediante tincion con plata compatible
con espectrometria de masas. Los geles se enviaron a la Unidad de Gendmica,
Protedmica y Metabolomica del CINVESTAV-Zacatenco y el analisis de los
péptidos se realizo por medio MALDI-TOF/TOF

9.11 Tinci6én de Plata

Para la tincidbn con plata se utilizé el Kit Silver Stain Plus (Bio-Rad). El gel se
incubo por 20 minutos en solucion fijadora (50% metanol, 10% acido acético, 10%
fixative enhancer concéntrate y 30% agua Milli-Q) y enseguida se realizaron dos
lavados de 10 min con agua Milli-Q. Posteriormente, se sometié a tincién con la
solucion de tefiido por 20 min en agitacion suave, (5 mL silver complex solution, 5
ml reduction moderator solution, 5 ml image development y 50 mL development
acelerator solution y 35 ml de agua Milli-Q). Una vez que se observo el patrén de
bandas se adicionaron 250 mL de soluciéon de paro (5% de &cido acético) y se

incubo por 15 minutos para detener la reaccion.

9.12 Anélisis in silico del Interactoma

Una vez obtenido el resultado del analisis por espectrometria de masas, se realiz6
una busqueda in silico a partir de las huellas digitales peptidicas obtenidas para
identificar proteinas en la base de datos MASCOT y se compararan con la base
de datos del genoma de Entamoeba histolytica. Posteriormente se analizd la

funcién celular en la base de datos GO Pantherdb (http://www.pantherdb.org).
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X. Resultados

Simulacion in silico de la estructura tridimensional de los dominios TRFH y
DBD MYB de la proteina EnTRF-like |

La proteina EhTRF-like | con nimero de acceso EHI_001090 (de acuerdo con
AmoebaDB), tiene una alta homologia con HSTRF1 de H. sapiens. Esta proteina
conserva los dominios de union a DNA MYB (MDBD) y el dominio de dimerizacion
TRFH; sin embargo, hasta ahora no se conoce su estructura tridimensional. Es
por ello que primero para el analisis de dominios MDBD y TRFH, se obtuvo una
prediccion de su estructura secundaria con el fin de localizar y delimitar los
aminoacidos pertenecientes a cada uno de los dominios. Para el dominio TRFH
se empled servidor PSIPRED, mientras que para el dominio MDBD el servidor
PFAM. Posteriormente, se predijo la estructura tridimensional de los dominios
TRFH y MDBD con la herramienta bioinformética Robetta, para obtener un
modelo por el método de ab initio y homologia respectivamente.

La prediccion de la estructura terciaria por Robetta, arroj6 cinco modelos
tridimensionales diferentes para cada uno de los dominios predichos (MDBD y
TRFH) con un determinado valor de confidencia. Para seleccionar la prediccion
mas confiable en el caso del dominio TRFH debido a que éste es muy divergente
se determin6 el valor de Tm-score y RSMD empleando el servidor
https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/TM-score. Y finalmente se visualizaron las
estructuras tridimensionales de los modelos seleccionados empleando el

programa UCFS Chimera (https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/).
a) Dominio DBD MYB

El analisis de la estructura terciaria del dominio MDBD de la proteina EhTRF-like |
mostré un alto grado de identidad estructural y una confidencia de 0.97 con el
dominio MDBD de HsTRF1. Posteriormente, se realizd la superposicion de los
cinco modelos obtenidos para el dominio MDBD de EhTRF-like | y una vez
elegido el mejor, se empalmo con la plantilla PDB del dominio MDBD de hsTRF1
(datos no mostrados). El MDBD de EhTRF-like | conservo las caracteristicas tres
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a-hélice con una conformacion hélice-giro-hélice tal y como su homologo HSTRF1
(Fig. 30).

N-term } Gterm

C-term

-~

Fig. 30. Prediccion in silico del dominio MDBD de E. histolytica. A) Modelo de estructura
tridimensional del dominio MDBD de EhTRF-like I. B) Modelo de estructura 3D del dominio MDBD
de HSTRF1 con base en su plantilla PDB 1ITY.

Una vez confirmada la similitud de las estructuras tridimensionales, se analiz6 la
secuencia de aminoacidos que conforman al dominio MDBD, donde se corroboro
la presencia de los residuos de aminoacidos importantes para la funcion biolégica
del dominio, como es la conservacion del motivo telebox VxxKDxxR en la tercera
a-hélice (Fig. 31), indispensable para el reconocimiento con el surco mayor de
DNA de doble cadena a través de homeodominios y por especificidad mediante
contactos directos con el grupo de guaninas (G), tipico de las repeticiones
teloméricas (Curt, 2005).

Fig. 31. Motivo Telebox VxxKDxxR conservado en la tercera a-hélice de EhTRF-like I. A)
Dominio MDBD de EhTRF-like I, donde se muestra la presencia de la secuencia Telebox (a-hélice
3 — Val342, Lys345, Asp346, Arg349) en posiciones similares a HSTRF1. B) Dominio MDBD de
HsTRF1, Donde se muestra la presencia de la secuencia Telebox (a-hélice 3—Val418, Lys421,
Asp422, Arg425) en posiciones similares a HUTRF.
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b) Dominio TRFH

La estructura terciaria del dominio de homodimerizacion TRFH fue dificil de
predecir debido a que presenta una identidad de estructura secundaria del 12.5%
con respecto al dominio TRFH de H. sapiens, por lo cual los modelos del dominio
TRFH de la proteina EhTRF-like | predichos presentaron un valor de confidencia
de 0.21 con respecto a la estructura tridimensional del dominio TRFH de HsTRF1,
lo cual denota un bajo grado de identidad estructural. Sin embargo, se seleccion6
el modelo 1 que obtuvo los mejores valores de TM-score y RSMD (Tabla 8). Con
este modelo se realiz6 una superposicion de los dominios TRFH de EnTRF-like 1y
HsTRF1. La superposicidn entre ambas estructuras permitié determinar que las
regiones conformadas por la a-hélice 2 (azul), la a-hélice 3 (cyan) y la a-hélice 8

(magenta), presentan orientaciones similares (Fig. 32).

Tabla 8. Valores de Tm-score y RSMD para la prediccién del dominio TRFH

Dominio TRFH Tm-score RSMD
Modelo 1 0.1684 2.63
Modelo 2 0.1473 3.24
Modelo 3 0.1636 3.26
Modelo 4 0.1734 3.49
Modelo 5 0.1512 2.52
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Fig. 32. Predicciéon in silico del dominio TRFH de E. histoytica. A) Modelo estructural
tridimensional del dominio TRFH de EhTRF-like |I. Se muestra la presencia de a-hélices
conservadas (a-hélice 2—azul, a-hélice 3—cyan y a-hélice 8-magenta) y la arquitectura
enteramente helicoidal caracteristica. B) Estructura tridimensional del dominio TRFH de HsTRF1
con base en su plantilla PDB 1H60. Se muestra la presencia de nueve a-hélices (N-terminal a-
hélice 1 — morado, a-hélice 2— azul, a-hélice 3 — cyan, a-hélice 4 — verde, a-hélice 5 — verde claro,
a-hélice 6 — amairillo, a-hélice 7 — anaranjado, a-hélice 8 — magenta, a-hélice 9 — rojo C-terminal).

EhTRF-like [ de Entamoeba histolytica. Pagina 76



TESIS

Una vez identificadas las a-hélice conservadas en el modelo de TRFH de la
proteina EhTRF-like |, se analizé la secuencia de aminoacidos que poseen estas
hélices para la busqueda de residuos relacionados con la funcién del dominio.
Dicho andlisis permitié la localizacion de varios residuos hidrofébicos en el
dominio TRFH de la proteina EhTRF-like | necesarios en la interface para
formacion del homodimero. Entre estos residuos estan leucinas, isoleucinas y
fenilananinas, las cuales ocupan posiciones similares a los presentes en el
dominio TRFH de su homologo HSTRF1 (Fig. 33). De manera interesante se
identifico al residuo del aminoacido fenilalanina 142, responsable de la union de
HSTRF1 con TIN2 a través del dominio TRFH (Chen, 2013).

Fig. 33. Identificacion de los aminoacidos conservados importantes para el dominio TRFH
de E. histolytica. A) Estructura tridimensional del dominio TRFH de EhTRF-like I, donde se
muestra la presencia de aminoacidos conservados (a-hélice 2 — Leu58 y lle61, a-hélice 3 — 1le77,
Val8l, Leu84, Phe85, a-hélice 8 —lle192) en posiciones similares a HsTRF1. B) Estructura
tridimensional del dominio TRFH de HsTRF1, donde se muestra la presencia de aminoacidos
conservado en posiciones similares a EnTRF-like | (a-hélice 2 — 1le108, lle109, a-hélice 3 — lle125,
Leu129, lle132, Phe142, a-hélice 8 —lle240).

Nuestros resultados sugirieron la presencia de un dominio TRFH en la proteina
EhTRF-like | a pesar de la baja identidad de secuencia y su divergencia con el
dominio TRFH de H. sapiens, debido a que se encontraron arquitecturas similares
y la presencia de residuos de aminoacidos con caracteristicas hidrofébicas
necesarios para la interaccion proteina-proteina. Por otro lado, el dominio DBD

MYB se encuentra altamente conservado en secuencia y estructura.
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Determinar la Kd de la proteina rEnTRF-like | con una secuencia telomérica
candnica humana (HSTEL) y con una secuencia obtenida de los repetidos
tipo STR de los tRNA de E. histolytica (EhTEL)

a) Purificacion de la proteina EhTRF-like |

Con el fin de obtener a la proteina EhTRF-like | recombinante con una pureza
adecuada se expreso la proteina en la cepa de E. coli BL21 Rosetta™ (DE3), la
cual expresa codones de eucariotas superiores en el plasmido pCold-ehtrf-like I.
Al analizar el extracto de proteinas de nuestro cultivo mediante SDS-PAGE al
10% tefido con Azul brillante de Coomasie, observamos el enriquecimiento de
una banda de aproximadamente 47 kDa, correspondiente al peso teorico de la
proteina recombinante, lo cual sigirid que la proteina rEnTRF-like | se expreso en
las condiciones de trabajo (Fig. 34A). Para determinar si rEhTRF-like | se
encontraba en fraccién soluble se realizé un proceso de lisis celular donde las
bacterias E. coli BL21 Rosetta™ (DE3) que sobre-expresan a rEhTRF-like | fueron
empastilladas y posteriormente incubadas en buffer de lisis con lisozima seguido
de 3 ciclos de sonicacién (30 pulsos, 30 segundos, 80% amplitud) con la finalidad
de extraer proteinas solubles y eliminar acidos nucleicos del cultivo bacteriano. El
fraccionamiento se analizé6 mediante SDS-PAGE al 10% tefiido con Azul brillante
de Coomasie observandose a la proteina rEhTRF-like | predominantemente en la
fraccion soluble (Fig. 34B). Para corroborar la expresion y solubilidad de la
proteina rEhTRF-like | se realizé un ensayo de inmunodeteccion utilizando un
anticuerpo primario comercial a-His dirigido contra el tag de histidinas y un
anticuerpo secundario a-ratbn HRP. Mediante este ensayo observamos el
reconocimiento del anticuerpo a-his hacia el tag de histidinas de la proteina
rEnTRF-like | y la abundancia de esta en la fraccién soluble en una banda
aproximada a los 47 kDa (Fig. 34C).
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Fig. 34. Induccion y solubilidad de la proteina rEnTRF-like I. A) Extractos totales de bacterias
Rosetta BL21. No inducido (NI), inducido (I). Control (C) de proteina rEhTRF-like I. Se indica su
peso molecular B) Se muestra (C) control de proteina rEhTRF-like I, Fraccion soluble (FS),
Fraccion insoluble (FI. C) Inmunodeteccién de la proteina rEhTRF-like | inducida. Control (C)
Control, Fraccién insoluble (FI), Fraccioén soluble (FS), No inducido (NI), Inducido (I). La flecha
indica a la proteina rEhTRF-like | en su peso molecular teérico de 47.6 kDa.

Para la realizacion de los ensayos EMSA fue necesario purificar a la proteina
rEhTRF-like | con suficiente pureza. La purificacion se llevdo a cabo mediante
cromatografia de afinidad, la cual se basa en la unién especifica y reversible de
una proteina a un ligando unido a una matriz. El ligando se puede unir
directamente a la proteina de interés o a una etiqueta que se une covalentemente
a la proteina. Utilizamos el His-Select Nickel Afinity Gel y se realizd una
purificacion en modo discontinuo o batch. La proteina rEhTRF-like | etiquetada
con un tag de histidinas se adsorbi6o a través del ligando de Ni-NTA unido
covalentemente a la matriz de agarosa. Utilizamos Imidazol para eluir ala proteina
debido a su capacidad para coordinarse con el ion Ni*? y desplazar a la proteina
rEnTRF-like | unida. La fraccion obtenida se dializ6 con buffer de dialisis
empleando una membrana con un tamafio de poro de 12 kDa. La proteina
purificada se analiz6 mediante SDS-PAGE al 10% y se tiid con Azul brillante de
Coomasie en donde se observé una banda que correspondia al peso molecular
predicho de la proteina EhTRF-like | de 47 kDa (Figura 35A). Para verificar el
grado de purificacion de la proteina rEhTRF-like | se realiz6 un ensayo de

inmunodeteccion con el anticuerpo comercial primario a-His, donde se observo en
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las fracciones eluidas la presencia de la proteina rERTRF- like | purificada en el
peso molecular esperado de 47 kDa (Figura 35B). Como se observa en el carril
Ely E2, la proteina rEnTRF-like | purificada tiene la cantidad, concentracion y el

grado de pureza adecuada para los ensayos EMSA.
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Fig. 35. Purificacion e Inmunodeteccién de la proteina rEnTRFlike-l. A) Purificacién en batch
de la proteina. Control (C), Fraccion soluble (FS), Fraccién insoluble (FI), Fraccién no unida (NB),
Lavados (L1 y L2), Elucion de rEhTRF-like | (E1 y E2). B) Inmunodeteccion de la proteina
rEhTRFlike- | purificada. Control (C), Fraccién soluble (FS), Fraccion insoluble (FI), Fraccién no
unida (NB), Lavados (L1 y L2), Elucién de rEhTRF-like | (E1 y E2). La flecha indica a la proteina
rEhTRF-like | en su peso molecular teérico de 47.6 kDa.

b) Ensayos de Retardamiento de Movilidad Electroforética (EMSA)
El dominio de unién a DNA MDBD de HsTRF1 reconoce de forma especifica la
secuencia canonica humana TTAGGG. En este contexto y considerando que la
prediccién de estructura terciaria indica que la proteina EhTRF-like | tiene un
dominio MDBD similar en estructura al de los humanos y que los aminoacidos
relevantes para el reconocimiento de la secuencia telomérica estan conservados,
en este proyecto planteamos determinar la afinidad que tiene la proteina EnTRF-
like | por la secuencia candnica humana (HsTel) y por una secuencia obtenida de
los STR de los arreglos NK2 de tRNA de E. histolytica (EhTel). Para ello, se
sintetizaron los oligonucleotidos HsTel y EhTel, se verificod su integridad en un gel
de agarosa al 2% por tincion con Bromuro de Etidio, se procedio a hibridarlos y se
prepararon a una concentracién final de 100 ng/uL. Posteriormente, se marcaron
con ATP [y-*2P] y la incorporaciéon del nucleétido radiactivo se cuantificé en un

contador de centelleo (Tabla 9).

EhTRF-like [ de Entamoeba histolytica. Pagina 80



TESIS

Tabla 9. Incorporacion del nucledtido radiactivo en los oligonucleétidos que

contienen las secuencias teloméricas

Oligonucledétido CPM
HsTel 219.298
EhTel 215.778

CPM: Cuentas por minuto
Primeramente, se estandarizaron los ensayos EMSA empleando diferentes
concentraciones de los oligonucleotidos HsTel y EhTel, diluyendose en 5000,
10000 y 20000 CPM. Todos los geles realizados durante los ensayos EMSA
fueron analizados en geles nativos no desnaturalizantes de poliacrilamida al 6%
de baja fuerza iénica (0.5X TBE). Se determind que la concentracion de 5,000
CPM, la cual corresponde a 0.012 ng, seria la utilizada para la interaccion con la
proteina rEhTRF-like | (Fig. 36A). Para determinar las concentraciones de
proteina rEhTRF- like | a utilizar se partié de un stock a una concentracion de 5.02
nM/uL y se utilizaron diferentes concentraciones molares. En la Fig. 36B se
observa que a partir de 60.24x10° nMoles de proteina rEnTRF-like | se presenta
una retencién completa de la sonda EhTel a causa de su interaccion y formacion
del complejo DNA-proteina. Por lo que se procedi6 a emplear un rango de
proteinas a partir de 5.02 nM/pL hasta 45.18 nM/pL.
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Fig. 36. Estandarizacion de la concentracién de oligonucledtidos y proteina rEhTRF-like | en
los ensayos EMSA. A) Sonda EhTel y HsTel en 20000, 10000 y 5000 CPM. B) Sonda EhTel a
una dilucion de 5000 CPM en interaccion con la proteina rEnTRF-like | en concentraciones
molares crecientes.
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Para calcular la constante de disociacion (Kq) se hicieron al menos tres ensayos
con cada una de las sondas HsTel y EhTel y se cuantificaron los complejos DNA-
proteina y el DNA libre mediante el programa Quantity One 1-D Analysis Software
(BIO-RAD). La Kd se calculd empleando el programa Prism - GraphPad y la
herramienta Equation: One site -- Specific binding. Con este analisis pudimos
determinar que la proteina EhTRF-like | tiene una Kq de 6.8 nM para la secuencia
telomérica EhTel y una Kd de 2.8 para la HuTel (Fig. 37). Este resultado sugiere
que la proteina EhTRF-like | presenta una mayor afinidad por la secuencia
candnica humana, lo cual era de esperarse ya que el MDBD de la proteina
EhTRF-like | conserva los aminoacidos que interaccionan con esta secuencia

como lo es el motivo VxxKDxxR.
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EhTEL GCTCTTAGTATTTTAGTATTTTAGTATTTTAGTATT
HsTEL GCTCTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG
B rEhTRF-like |
a9 . P P D > o R®
O o T BT P PSP ® © x10° nM
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Fig. 37. Determinacion de la constante de disociacién (Kd) de la proteina rEhTRF-like | a las
secuencias EhTel y HsTel. A) Secuencias de los oligonucleétidos marcados y utilizados para los
ensayos. B) Ensayos EMSA representativos donde se muestran los complejos DNA-proteina
utilizando las sondas EhTel y HsTel, se observa el complejo DNA-proteina y el DNA no unido. C)
Constante de disociacion de la proteina EhTRF-like | y las sondas EhTel y HsTel que fueron
determinadas con una curva de regresién no lineal. Las barras de error representan la desviacion
estandar de 3 ensayos independientes (n=3).
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c) Otros STR de Entamoeba histolytica

Con la finalidad de ampliar nuestro conocimiento en la bdsqueda de posibles
secuencias con funciones teloméricas de E. histolytica, decidimos probar una
nueva sonda denominada EhTel(2) derivada del arreglo de tRNA [RTCT]. La
secuencia de EhTel(2) es TTATATGT la cual fue también fue marcada y

cuantificada siguiendo el protocolo descrito anteriormente (Tabla 10).

Tabla 10. Incorporacion del nucleotido radiactivo en la sonda EhTel (2)

Oligonucledétido CPM
EhTel (2) 273,318

De igual manera se corrié un gel con diferentes diluciones de la sonda EhTel(2) y
se determin6 que la concentracion de 5,000 CPM era la que seria la utilizada para
la interaccion con la proteina rEhTRF-like | (Fig. 38A). Por otro lado, también se
determinaron las concentraciones molares de la proteina rEhTRF-like.
Interesantemente, la proteina EnTRF-like | form6 complejos DNA-proteina con la
sonda EhTel(2), pero a diferencia de la sonda EhTel se obtuvieron 4 complejos
DNA-proteina, lo cual podria evidenciar la presencia de varios sitios de union para
la proteina en la secuencia de DNA o que la proteina rEhTRF-like | se unia de
manera inespecifica (Fig. 38B). En el siguiente ensayo empleamos diferentes
concentraciones molares de rEhTRF-like | (de 2.51 a 40.16 x10° nM) en presencia
de 0.005 pM/uL de heparina para eliminar el efecto de uniones DNA-proteina
inespecificas. En estos ensayos se obtuvieron dos complejos DNA-proteina los
cuales se definieron mejor en presencia de heparina y por esta razén se continué
utilizando en los ensayos posteriores (Fig. 39A). Posteriormente se hizo un primer
ensayo con diferentes concentraciones de proteina rEhTRF-like | a partir de 5.02
nM/uL y hasta 45.18 nM/pL. En estos ensayos se obtuvieron dos complejos DNA-
proteina por lo cual no fue posible determinar la Kd mediante el analisis
anteriormente utilizado (Fig 39B). Sin embargo, realizamos un ensayo de
competencias el cual nos permiti6 determinar la especificidad de los complejos
obtenidos, para lo cual empleamos como competidores concentraciones molares
crecientes (50, 100, 200 nM) de las sondas EhTel(2), EhTel, HsTel y NonTel. En
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la Fig. 40 se observa que los complejos DNA-proteina obtenidos con la sonda
EhTel (2) compitieron con concentraciones molares crecientes (50, 100, 200 nM)
de las sondas no marcadas de EhTel (2) y EhTel, no asi con las mismas
concentraciones de las sondas HsTel y NonTel. Estos resultados sugirieron que la
proteina rEhTRF-like | tiene capacidad de unirse a otra secuencia derivada de los
STR de E. histolytica, sin embargo, los complejos obtenidos no compitieron con el
exceso molar de la sonda HsTel, lo cual pudiera deberse al mayor numero de

sitios de interaccion requiriendo mayor concentracion de esta sonda para poder

competir.
rERTRF-like |
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Fig. 38. Determinacidon de la concentracidon de oligonucleétidos y proteina EhTRF-like I. A)
Sonda EhTel (2) en 20,000, 10,000 y 5,000 CPM. B) Sonda EhTel (2) en interaccion con la
proteina EhTRF-like | en concentraciones molares crecentes.
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Fig. 39. Sitios de union entre EhTRF-like 1 y EhTel (2). A) Se muestran concentraciones
crecientes la formacion de los complejos DNA-proteina en ausencia y presencia de heparina. B)
Ensayo EMSA representativo donde se muestran los complejos DNA-proteina utilizando la sonda
EhTel (2). Se observa el complejo DNA-proteina y el DNA no unido.
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rEhTRF-like | + + + + + + + + + + + + +

i 4 Complejo | DNA-proteina

<] Sonda libre

EhTel (2)

Fig. 40. rEhTRF-like | es afin a diferentes secuencias teloméricas. Los complejos DNA-
proteina obtenidos con la sonda EhTel (2) se compitieron con concentraciones molares crecientes
(50, 100, 200 nM) de las sondas no marcadas de EhTel (2) y EhTel. No asi con las mismas
concentraciones de las sondas HsTel. Como era de esperarse, no se observa competencia con la
sonda NonTel.
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Identificar proteinas que interaccionen con la proteina rEnTRF-like |
a) Obtencidn de Extractos Totales y Nucleares de E. histolytica

Para la realizacion del ensayo de interaccion proteina—proteina mediante Pull
Down se requiere de extractos totales y nucleares. Para ello, los extractos fueron
obtenidos de un cultivo axénico de trofozoitos de la cepa HM1: IMSS de E.
histolytica en fase de crecimiento logaritmico. El andlisis de extractos proteicos
totales y nucleares obtenidos se hizo mediante SDS-PAGE al 10% tefiido con
Azul brillante de Coomasie (Fig. 41). En la cual se puede observar que las
proteinas obtenidas cuentan con la integridad y la concentraciéon suficiente para

realizar los ensayos de Pull Down.

E. histolytica

ET EC EN

Fig. 41. Patréon de bandas de trofozoitos de E. histolytica. Las proteinas totales y nucleares de
E. histolytica se obtuvieron d e 1x108 trofozoitos las proteinas obtenidas se separaron en un gel
SDS-PAGE al 10%. Extractos totales (ET), extractos citoplasmaticos (EC) y extractos nucleares
(EN).

b) Purificacion de la proteina rEhTRF-like |

Previamente habiamos purificado a la proteina EhTRF-like | recombinante
mediante cromatografia de afinidad mediante batch empleando columnas de
sepharosa His-Select Nickel Afinity Gel. Sin embargo, mediante esta metodologia

la proteina estaba acompafiada de algunas proteinas contaminantes, lo cual para
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los ensayos de EMSA no interfiere con los resultados. Para el caso de las
interacciones proteina — proteina, es necesario el aislamiento de la proteina
rEhTRF-like I con un mayor grado de pureza con el fin de garantizar que la
proteina "cebo” sea la que capture a sus posibles aliados de interaccién y no los
contaminantes. Por lo tanto, la proteina rEhTRF-like | se purificé por afinidad a
través del equipo AKTAprime plus con una columna HisTRAPTM HP de 1 mL
siguiendo el método HisTag Purification His Trap. Para verificar la pureza de la
proteina purificada se tifiieron los geles con el Kit Silver Stain Plus (Bio-Rad) de
manera que se pudieran visualizar todos los contaminantes. En la Fig. 42 se
muestran las diferentes fracciones eluidas en donde podemos observar que a
partir de la fraccion 17 se eluye la proteina rEhTRF- like | observandose un grado

de pureza mayor.
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Fig. 42. Purificacion de proteina rEhTRF-like | para los ensayos de Pull Down. Se muestra la
obtencion de la proteina rEnTRF-like | a partir de la fraccién 17 y hasta la 24. B) Fracciones
concentradas para usarse en el ensayo de Pull Down.

c) Ensayo de Pull Down

Posteriormente, se realizé el ensayo de Pull Down empleando los extractos
totales y nucleares de los trofozoitos de E. histolytica. Para ello la proteina
rEnTRF-like | se uni6é a la matriz de sepharosa His-Select Nickel Afinity Gel. Por
otro lado, los extractos nucleares y totales de E. histolytica se preclarificaron en la
resina para eliminar las proteinas que se unian a la resina de manera
inespecifica, la fraccién no unida correspondié a los extractos totales y nucleares
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preclarificacos. Posteriormente, estos extractos preclarificados se incubaron con
la proteina rEhTRF-like | para finalmente eluirse y separararse en un gel de
acrilamida al 10% en el cual se incluyeron diferentes controles y se tifieron con el
Kit Silver Stain Plus (Bio-Rad). Estos ensayos nos permitieron obtener bandas
diferenciales en los extractos nucleares y totales en las cuales se obtuvieron
proteinas de pesos moleculares comprendidos entre 20 y 200 kDa las cuales
podrian ser el resultado de las interacciones proteina—proteina. Se obtuvieron
alrededor de 26 y 18 bandas diferenciales en los extractos totales y nucleares,
respectivamente (Fig. 43). Los pesos moleculares de las proteinas obtenidas
podrian corresponder a proteinas que previamente se ha descrito mediante
andlisis bioinforméticos relacionados con la funcion de la proteina EhTRF-like |,
por ejemplo, proteinas involucradas en la maquinaria de Shelterin como EhRap
(17.85kDa), proteinas involucradas en la via ALT como: EhATM (287 kDa),
EhRad50 (146.4 kDa) EhBLM (137.5 kDa), EAWRN (58.5 kDa), EhNBSI (51.5
kDa), EhRad51 (40.3 kDa) y EhRad52 (26.9kDa), EAMRE11 (68 kDa), EhnMRE11-
like (25.2kDa) y EhRPA (16.7kDa) o proteinas estructurales de los cromosomas
como la proteina EhnSMC (143.9 kDa).
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Fig. 43. Ensayo de Pull Down con extractos totales y nucleares de trofozoitos de E.
histolytica. A) Se observa la presencia de proteinas diferenciales que interaccionan con la
proteina rEhTRF-like en extractos totales I. (C) Control, (NB) Fraccion no unida de rEhTRF-
like I, (ET) Extractos totales, (ETp) Extractos totales preclarificados, (NB) Fraccién no unida
de los extractos totales preclarificados (E) Elucion. Las muestras que se identificaron por MS
son C, ETp, E. B) Se observa la presencia de proteinas diferenciales que interaccionan con la
proteina rEhTRF-like | en extractos nucleares. (C) Control, (NB) Fraccion no unida de
rEnTRF-like 1 (EN) Extractos nucleares (ENp) Extractos nucleares preclarificados (NB)
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Fraccién no unida de los extractos nucleares preclarificados (E) Elucién. Las muestras que se
identificaron por MS son C, ENp, N.

Para conocer la identidad de estas proteinas, las fracciones eluidas de los
extractos totales y nucleares se enviaron a identificar por medio de espectrometria
de masas a la Unidad de Protedmica del CINVESTAV. En estos ensayos también
se incluyeron las fracciones de las proteinas que se unieron de manera
inespecifica a la matriz de His-Select Nickel Afinity Gel para excluir de los
resultados a estas proteinas. En los extractos totales se identificaron 665
proteinas de las cuales solo se consideraron 89 proteinas capaces de
interaccionar con le proteina rEhTRF-like | (Tabla 11), estas se agruparon en
funciones relacionadas con el citoesqueleto de actina, morfogénesis celular,
procesos de oxidacion y reduccion, glicolisis, detoxificacién celular y traduccion
(Fig. 44).

Tabla 11. Proteinas que interaccionan con la proteina rEnTRF-like |
identificadas por MS en Extractos Totales

Protein Protein Protein
Matched Matched Seq

N° Acceso Anotacion Score Products Peptides Cover (%)
B1N2PO Actin 12.683.14 137 20 46.01
BIN621 Actin putative 11.918.23 148 18 43.67
BIN5D1 Actin 2 protein putative 3.810.285 21 5 36.84
C4LYJ9  Actin-related protein 2/3 complex subunit ~ 782.232 19 5 16.94
C4ALTB5  Actin-related protein 2/3 complex subunit ~ 782.232 21 5 16.94
C4LSVO  Actin-related protein 2/3 complex subunit 669.9 11 4 20.94

Fructose 1 6-bisphosphate aldolase
CA4LXD7 putative 2.834.370 32 4 11.52
C4M295 Adenylyl cyclase-associated protein 3.649.737 18 7 18.83
Adenylylcyclase-associated protein
BIN3T9 putative 3.048.575 11 3 23.46
C4AM2R2 Aldehyde-alcohol dehydrogenase 2.068.295 74 22 24.14
C4aM230 Aldehyde-alcohol dehydrogenase 2.039.070 66 21 23.91
Aldehyde-alcohol dehydrogenase 2
B1N387 putative 1.816.677 44 15 18.09
C4LWS2 Alcohol dehydrogenase 3 putative 3.624.280 49 11 24.74
B1N3M8 Alcohol dehydrogenase 3 putative 2.920.628 26 5 32.65
C4amM1G7 Alcohol dehydrogenase putative 2.792.999 13 2 8.12
CAMT7F5 Alcohol dehydrogenase putative 615.538 15 5 11.69
C4LUV9 Acetyl-CoA synthetase putative 563.323 40 11 14.45
CALXES Enolase putative 11.459.92 97 12 344
Glyceraldehyde-3-phosphate
C4LVR9 dehydrogenase 2.451.102 44 7 19.46
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Q24801 Pyruvate phosphate dikinase 6.447.500 130 23 26.44
CALTX6 Pyruvate ferredoxin oxidoreductase 1.543.691 93 15 14.54
C4LVG4 Actophorin putative 2.720.281 13 19.57
B1N2JO Malic enzyme putative 1.546.707 39 9 24.02
Q9NHO04 Malic enzyme 1.546.707 39 9 24.02
C4M6Q4 Peroxiredoxin 5.018.954 45 10 35.04
C4AMAR7 Peroxiredoxin 4.970.804 43 9 35.37
BIN623 Peroxiredoxin putative 4.970.804 41 8 38.02
BIN5Y9 Peroxiredoxin putative 4.970.804 41 8 54.89
C4MBP3 Peroxiredoxin 4.970.804 43 9 34.18
C4AMA54 Peroxiredoxin 4.970.804 43 9 34.76
C4M3Q0 Peroxiredoxin 4.970.804 43 9 34.76
C4AMBW7 Peroxiredoxin 4.970.804 43 9 34.76
B1N5A8 Peroxiredoxin 3.335.361 35 8 29.54
BIN5L9 Peroxiredoxin putative 1.635.444 12 3 15.6
C4M3S5 Heat shock protein 70 putative 4.283.253 27 7 14.33
B1N4N6 Heat shock protein70 hsp70A2 putative  4.048.687 17 4 12.12
C4Lz45 Heat shock protein70 hsp70A2 putative  4.048.687 17 4 9.35
B1N486 Heat shock protein 70 putative 4.048.687 17 4 8.79
C4M9V9 Heat shock protein 70 putative 4.048.687 17 4 8.79
C4M1G4  Heat shock protein70 hsp70a2 putative  4.048.687 17 4 8.42
BIN5W1 Heat shock protein 70 putative 2.880.747 2 11.9
c4am8D4 Heat shock protein 70 putative 2.880.747 2 10.26
B1N5L3 Heat shock protein70 hsp70a2 putative  2.880.747 2 19.75
B1N5L2 Heat shock protein70 hsp70a2 putative  1.262.630 12 3 23.4
B1N398 Heat shock protein70 hsp70A2 putative  1.167.940 10 2 10.91
B1IN5M8  Heat shock protein70 hsp70A2 putative  1.167.940 10 2 21.24
Q9BLF3 Rab family GTPase 1.895.938 20 4 24.39
Q963D1 Rab family GTPase 1.651.178 15 4 14.57
Q5NT43 Rab family GTPase 1.614.545 12 2 10.63
Q5NT38 Rab family GTPase 1.239.903 8 1 5.67
B1N3JO Rab family GTPase 1.233.234 8 1 1.47
Q5NSZ0 Rab family GTPase 1.233.234 8 1 5.47
Q5NT40 Rab family GTPase 1.233.234 8 1 5.42
Q5NT36 Rab family GTPase 1.233.234 8 1 5.64
C4M1Y3 Rab family GTPase 1.233.234 8 1 4.17
CAMAO7 Rab family GTPase 1.233.234 8 1 5.53
Q6AWS59 EhRabC2 protein 1.239.903 8 1 5.34
QINJW1 Grainin 2 1.309.470 19 5 15.02
B1N3T3 Grainin 2 1.038.491 12 3 16.67
BIN2I7 60S ribosomal protein L10a 2 putative  1.506.578 17 5 26.64
C4M5A0 40S ribosomal protein 1.101.468 15 4 18.5
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B1N336
CALYF4
C4LTO2
C4M7N8
C4M0Z2
C4M609
CALTQ5
B1N2F9
C4M7D4
C4MAC9
C4M7U2
C4M6Z7
C4M192
C4MBN9
C4M119
B1N2H6
BIN5LO
C4AM779
CALWQ4
C4M1J1
B1N2Q8
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40S ribosomal protein S4 putative
40S ribosomal protein S4 putative
40S ribosomal protein S3 putative
40S ribosomal protein S17 putative
40S ribosomal protein S17 putative
40S ribosomal protein S3a
40S ribosomal protein S3a
Type A flavoprotein putative
Elongation factor 1-alpha
Elongation factor 1-alpha
Ribosomal protein L15
Triosephosphate isomerase
Phosphoglycerate kinase
Protein kinase putative
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein

725.876
725.876
682.205
619.187
619.187
487.308
487.308
728.765
970.721
927.097
607.755
683.417
751.615
603.015
7.281.259
4.173.372
2.880.747
2.080.943
864.25
760.059
466.203
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6.6
6.44
10.25
9.4
9.4
13.28
13.28
11.58
16.52
14.03
6.83
10.34
5.54
7.85
33.17
21.14
7.16
16.58
26.73
1.59
11.35

Protein.score: Es un valor asignado por el

equipo, no tiene limite especifico, pero entre mas

grande hay mas confiabilidad que la proteina que se detecté en la interaccion sea la que dice ser.
En este caso, entre mas grande mejor. Protein.MatchedProducts: Indica cuantas veces se
encontré esa proteina, habla de la abundancia de la muestra. Protein.MatchedPeps: Como la
columna anterior, habla de la abundancia de péptidos de esa proteina que fueron detectados por
el equipo. Protein.DigestPeptides: Indica cuantos péptidos se encontraron de la proteina
digeridos con una enzima, en este caso tripsina. Protein.seqCover(%): El porcentaje de cobertura
de la secuencia.
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# Total de Genes: 82 #Total de proteinas: 52

M Proteinas de unién a calcio (PC00060)
Proteinas de citoesqueleto (PC00085)
M Moduladores enzimaticos (PC00095)
Hidrolosas (PC00121)
M Liasas (PC00144)
M Proteinas de unién a acidos nucleicos (PC00171)
Oxidorreductasas (PC00176)
Transferasas (PC00220)

Informacién del grafico: Nombre de categoria: # de genes: # Total de proteinas

Fig. 44. Clasificacién de proteinas que interaccionan con la rEhTRF-like | identificadas en
extractos totales. Clasificacion funcional de las proteinas de extractos totales de trofozoitos de E.
histolytica que interaccionan con rEhTRF-like | identificadas por espectrometria de masas y
analizadas mediante GO Panther (http://www.pantherdb.org).

En el caso de las proteinas nucleares que interaccionaron con rEhTRF-like | se
identificaron 544 proteinas, de igual manera se excluyeron las proteinas que se
unieron a la sepharosa de manera inespecifica y solo se obtuvieron 29 proteinas
que se consideraron que interaccionan especificamente con la proteina rEhTRF-
like | (Tabla 12). De manera interesante se identificé a la proteina EnTRF-like Il
como una de las proteinas que interaccionaron con la proteina rEhTRF-like |
(C4M1J1). Este hallazgo es relevante ya que EhTRF-like | y Il comparten
caracteristicas similares a la proteina TRF1, lo cual podria significar que ambas
proteinas podrian formar dimeros EhTRF-like I-EhTRF-like Il. Ademas, se
identificaron otras proteinas relacionadas con funciones como procesos de
glicosilacién, polimerizacion de actina, traduccion y transduccion de sefales
mediadas por GTPasas (Fig. 45). Adicionalmente, se identificaron 2 proteinas las
cuales estan anotadas como hipotéticas en la base datos AmoebaDB, sin
embargo, al ser analizadas mediante la herramienta BLASTP las proteinas con
los numeros de acceso C4M2R6 y C4LSC8 presentan homologia con la Histona
H1.4 (31.2%) y proteinas de mantenimiento estructural de los cromosomas SMC
(27.4%) respectivamente.
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Tabla 12. Proteinas que interaccionan con la proteina rEnTRF-like |
identificadas por MS en Extractos Nucleares

Protein Protein Protein

N° Matched  Matched Seq
Acceso Anotacioén Score Products Peptides Cover (%)
B1N2PO Actin 106640 126 18 3883
BIN621 Actin putative 10.664.0 147 15 4398
C4M4P4  Actin-binding protein cofilin tropomyosin family ~ 1.234.75 6 2 25.68
CamM782 Arp2/3 complex 34 kDa subunit 481.636 12 4 1092
CALXD7  Fructose 1 6-bisphosphate aldolase putative ~ 4.024.43 29 5 30
C4LVR9 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 16.765.6 99 11 39.22
C4ALXES Enolase putative 2.872.84 55 g 2294
C4LVvYO Alcohol dehydrogenase putative 452.557 9 7.83
C4M230 Aldehyde-alcohol dehydrogenase 545.408 29 12 862
CAM2R2 Aldehyde-alcohol dehydrogenase 579.992 32 13 8.62
B1N387 Aldehyde-alcohol dehydrogenase 2 483.823 28 9 6.39
C4M295 Adenylyl cyclase-associated protein 3.005.96 20 5 10.04
B1IN3T9 Adenylylcyclase-associated protein_ putative 2.989.62 12 2 14.81
CALXG4 Purine nucleoside phosphorylase putative 1.115.13 16 3 20.59
C4M296 Calreticulin putative 896.828 12 2 4.88
CALTX6 Pyruvate ferredoxin oxidoreductase 824.863 45 13 10.67
Q24801 Pyruvate phosphate dikinase 779.692 26 10 1243
Pyrophosphate fructose 6-phosphate 1- 9.71
C4LzC2 phosphotransferase 769.159 12 4
C4M119 Uncharacterized protein (EhTRF-like 1) 6.127.05 139 15 31.44
C4M1J1 Uncharacterized protein (EhTRF-like I1) 561.473 8 1 1.59
C4AM2R6 Uncharacterized protein 1.07456 20 5 13.82
C4Lsc8 Uncharacterized protein EHI_153370 516.329 11 9 8.91
B1N2H6 Uncharacterized protein EHI_045090 475.034 7 2 10.98
C4M1Y2 Rab GDP dissociation inhibitor EHI_164890 468.785 9 4 11.62
C4AMAC9 Elongation factor 1-alpha 441.747 19 5 19
CAM7D4 Elongation factor 1-alpha 441747 20 5  13.35
C4Lz42 40S ribosomal protein S18 putative 565.357 7 3 14.84
C4M367 40 ribosomal protein S18 putative 710.387 4 2448
B1N309 Rab GDP dissociation inhibitor 435.519 8 3 o2

Protein.score: Es un valor asignado por el equipo, no tiene limite especifico, pero entre mas grande hay mas
confiabilidad que la proteina que se detectd en la interaccion sea la que dice ser. En este caso, entre mas
grande mejor. Protein.MatchedProducts: Indica cuantas veces se encontr6 esa proteina, habla de la
abundancia de la muestra. Protein.MatchedPeps: Como la columna anterior, habla de la abundancia de
péptidos de esa proteina que fueron detectados por el equipo. Protein.DigestPeptides: Indica cuantos
péptidos se encontraron de la proteina digeridos con una enzima, en este caso tripsina.
Protein.seqCover(%): El porcentaje de cobertura de la secuencia.
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Clasificacion de proteinas PANTHER
# Total de Genes: 29 & Total de proteinas: 22

M Proteinas de union a calcio [PCO0060)
Proteinas de citoesqueleto [PCO0DES)
B Moduladores enzimaticos (PCD0035)
Hidrolasas (PCO0121)
B Liasas (PCO0144)
B Proteinas de union a acides nucleicos (PCO01T1)
Ouidorreductasas (PCO01TE)
Transferasas (PCOOZZ0)

Intormaciin dal grifico: Mombre de categonia: # de genas: # Total de protainas

Fig. 45. Clasificaciéon de proteinas que interaccionan con rEhTRF-like | identificadas por MS
en extractos nucleares. Clasificaciéon funcional de las proteinas de extractos totales de
trofozoitos de E. histolytica que interaccionan con rEhTRF-like | identificadas por espectrometria
de masas y analizadas mediante GO Panther (http://www.pantherdb.org).
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XI. Discusion

Los telomeros son los extremos terminales de los cromosomas y en ellos
interaccionan un gran numero de proteinas entre ellas las proteinas TRF. El
acceso de las proteinas TRF es modulado por diferentes factores, entre ellos, la
interaccidon con diversas proteinas, la estructura de la cromatina, su localizacion
nuclear y diferentes modificaciones post-traduccionales (Prochazkova, 2016). Sin
embargo, poco se conoce la organizacion de los extremos terminales de los
cromosomas en organismos protozoarios. Un aspecto inicial para el estudio de los
telomeros en estos organismos es la identificacion de proteinas homélogas a las
proteinas TRF. Dicha identificacion se ha logrado a través del uso de sondas de la
regibn mas conservada de dichas proteinas, esto es el dominio de union a DNA
MYB, para buscar proteinas homoélogas en estos organismos. De esta manera se
han podido identificar proteinas TRF en organismos como T. cruzi, T. brucei, L.
amazonesis, D. discoideum y, recientemente, en el parasito E. histolytica. En este
protozoario se han identificado tres proteinas similares a las proteinas TRF, las

cuales se denominaron EhTRF-like I, 11 y 1lI.

El dominio de union a DNA MYB de las proteinas TRF tiene un tamafio de
alrededor de 100 aminoacidos en donde estan conservados los aminoacidos
LKDKWRT [telebox motif (VXKDxxR)], los cuales median la formacién de puentes
de hidrogeno entre las proteinas y el DNA (Bilaud T., 1996; Brocoli y col. 1997).
Otro dominio relevante para la funcion de las proteinas TRF es el dominio de
dimerizacion TRFH; sin embargo, éste presenta una mayor divergencia en su
secuencia de aminoacidos que el DBD Myb (Bianchi y col. 1996, Brocoli y col.
1997). La estructura tridimensional de los dominios TRFH y MDBD de las
proteinas TRF ya ha sido determinada (Nishikawa y col, 1998; Fairall et., 2001).

En este trabajo se propuso predecir la estructura tridimensional de los dominios
funcionales MDBD y TRFH de la proteina EhTRF-like | con la finalidad de
profundizar en el conocimiento de esta proteina en este parasito. La estructura
tridimensional del dominio MDBD de la proteina EnTRF-like | se predijo por medio

de un método de modelaje por homologia empleando el Programa Robetta. Los

EhTRF-like [ de Entamoeba histolytica. Pagina 95



TESIS

resultados mostraron la presencia de tres a-hélices de las cuales, la segunda y
tercera a-hélices forman el caracteristico motivo hélice-giro-hélice presente en las
proteinas que tienen el DBD MYB. Ademas, se corroboro la presencia del motivo
Telebox VxxKDxxR en latercera a-hélice el cual estda enriquecido con
aminoacidos hidrofobicos (V342, K345, D346, R349) en posiciones similares a los
de la proteina TRF1l. Estos aminoacidos son relevantes para mantener el
plegamiento del dominio de unibn a DNA de esta proteina y para el
reconocimiento del surco mayor del DNA. La proteina EhTRF-like | conserva los
aminodcidos lisina, arginina y acido aspartico los cuales estan involucrados en la
formacion de enlaces por puentes de hidrégeno con la G4, G5 y la C de la cadena
complementaria de la secuencia telomérica candnica humana. Este hecho es
interesante debido a que el genoma del pardsito E. histolytica no contiene
secuencias teloméricas canonicas por lo que las proteinas EhTRF-like podrian ser
una herramienta para la busqueda de las secuencias teloméricas en este

organismo.

El dominio TRFH de las proteinas TRF1 y TRF2 tiene un tamafio de 200
aminoé&cidos. Este dominio, media la homodimerizacién e interaccibn con un
conjunto de proteinas necesarias para la proteccion de los telémeros (Fairall L,
2001). También, este dominio interactia con el DNA, formando un complejo
donde el DNA se envuelve alrededor del dominio para controlar la topologia del
DNA telomérico (Benarroch-Popivker et al., 2016). Se ha reportado que este
dominio posee una mayor divergencia de secuencia de aminoacidos entre las
proteinas TRF de diferentes organismos, sin embargo, los dominios exhiben
arquitecturas tridimensionales similares conformadas de 9 a 10 a-hélices (Brocoli
y col. 1997; Fairall et al., 2001, Giraud-Panis et a., 2017). El dominio TRFH de las
proteinas TRF1 y TRF2 tiene un porcentaje de identidad del 27%, sin embargo, la
superposicion de las estructuras tridimensionales de ambos dominios presenta
que tienen estructuras 3D casi idénticas (Fairall L, 2001). Cada dimero esta
formado por dos mondmeros que interactian en una disposicion antiparalela
formando un dimero simétrico cuya estructura general se asemeja a una
herradura (Fairall L, 2001). En el analisis de prediccion de estructura secundaria
empleando PSI-PRED se determind que las proteinas EnTRF-like de E. histolytica
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conservan al menos nueve a-hélices en esta region lo cual permitié delimitar este
dominio (Renddn-Gandarilla, 2018). Sin embargo, debido a la divergencia de la
secuencia, predecir la estructura tridimensional del dominio TRFH de la proteina
EhTRF-like | representd un mayor reto debido a que tiene una identidad del
12.12% con respecto a la secuencia de aminoacidos del dominio de TRF1. Es por
ello que se realizo la prediccion de su estructura tridimensional por el método
de ab initio empleando el software Robetta. Los modelos tridimensionales de este
dominio TRFH que se construyeron presentaron un valor de confianza de 0.21%
por lo que para seleccionar el mejor modelo se utilizaron criterios adicionales de
seleccibn como Tm-score [medida entre la similitud de dos estructuras de
proteinas, (Zhang y Skolnick, 2005)] y el RMSD [medida de la distancia promedio
entre los atomos, (Kedem et al, 1999)]. A pesar de la baja identidad de la
secuencia del dominio TRFH de H. sapiens, encontramos que la proteina EhTRF-
like 1 conserva una estructura tridimensional conformada por una arquitectura
enteramente helicoidal que incluye un conjunto de diez a-hélices del mismo modo
que ocurre en la proteina Tazl de organismos como S. pombe yS.
cerevisiae (Giraud-Pani, 2013). Por otro lado, encontramos que las regiones
conformadas por las a-hélices 2, 3 y 8 de E. histolytica son las mas conservadas
en relacion con la proteina TRF1; estas tres a-hélices contienen la presencia de
residuos de aminoacidos como isoleucinas, leucinas y valinas con caracteristicas
hidrofébicas necesarios para la interaccidbn proteina-proteina. De manera
interesante, encontramos la presencia del residuo de F80 de EhTRF-like | en la
misma posicion estructural que la F120 de TRF1 el cual se denomina motivo de
unién TRFH (TBM). Este motivo TBM interacciona con el motivo FXLXP presente
en las proteinas que interaccionan con TRF1, como la proteina TIN2 (Diotti y
Loayza, 2011; Boutou, et. al. 2013) y son cruciales para la interaccion especifica
con otros factores asociados a telémeros como la proteina PINX1, la cual es un
inhibidor de la telomerasa y media la union de TRF1 a los teldmeros (Oganesian
et. al., 2009). Como consecuencia de su arquitectura, los dominios TRFH, crean
un sitio de acoplamiento especifico para las secuencias de péptidos, lo cual
explica su funcion como un centro de reclutamiento para varios socios del

complejo de Shelterin.
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Se ha sugerido un origen evolutivo comun para estos dominios TRFH a pesar de
su bajo nivel de identidad de secuencia, lo que dificulta su identificacién a través
de algoritmos de busqueda por homologia. Varias plantas, e incluso
Trypanosomatidos, expresan proteinas que contienen un MDBD con motivo
Telebox en su extremo C-terminal y un dominio N-terminal que probablemente se
pliega en una estructura TRFH. De confirmarse, esto sugeriria que los dominios
MDBD y TRFH son dos motivos teloméricos ancestrales que se propone
surgieron en el momento de la divergencia entre organismos procariotas—

eucariotas (Giraud-Panis, 2017).

La identificacion de firmas teloméricas ha sido una cuestion desafiante en el
pardsito E. histolytica, al no encontrarse secuencias teloméricas candnicas ni
ortélogos de genes de la telomerasa, en contraste con parasitos como T. cruzi
y G. lamblia en los cuales si ha sido posible identificar repetidos teloméricos
localizados en los extremos de sus cromosomas y expresan el gen de la
telomerasa (da Silva et. al., 2010; Uzlikova et. al 2017). En E. histolytica se han
propuesto los arreglos de repetidos de tRNA que incluyen repetidos tipo STR
como secuencias teloméricas. La presencia de las proteinas EhTRF-like ha
ayudado a explorar el reconocimiento de estas proteinas a dichas secuencias tipo
STR. Una de estas secuencias es la EhTel (proveniente del arreglo NK2), la cual
se selecciond debido a que presenta una mayor similitud a la secuencia candnica
humana y se determiné que la proteina EhTRF-like | podia interaccionar con ella 'y
formar complejos DNA-proteina (Rendon-Gandarilla, 2018). Sin embargo, a la
fecha no se habia determinado la afinidad de EhTRF-like | por secuencias de
DNA canonicas (EhTel) o no canonicas (EhTel) por lo que en este trabajo
realizamos ensayos para conocer la afinidad de la proteina EnTRF-like | con la
secuencia EhTel en comparacion con la secuencia candnica humana (HsTel).
Las Kq de la proteina EhTRF-like | con las secuenicas EhTel y HsTel
determinadas en este trabajo fueron de 6.8 y 2.9 nM, respectivamente. Estos
valores indican que la proteina rEhTRF-like | tiene una mayor afinidad por la
sonda telomérica humana HsTel, sin embargo, en el genoma de este organismo
no se han identificado secuencias teloméricas canonicas. Las Kq de las proteinas
TRF1 y TRF2 con la secuencia telomérica (5 -GTTAGGGTTAGGG-3") son de
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2.0x107 nM y 7.5x107, respectivamente, lo cual indica que TRF1 se une con
mayor afinidad a la secuencia telomérica que TRF2. Al parecer la union de TRF2
presenta menor afinidad debido a que requiere mayor flexibilidad en su unién
debido a que su funcién fundamental esta en la formacion del t-loop (Hanaoka et
a., 2004). Las diferencias entre la afinidad encontradas entre la proteina EnTRF-
like | y las proteinas TRF1 y 2 podrian estar relacionadas con varios factores
como el buffer de unibn empleando, en este trabajo empleamos un buffer que
contenia 12 mM HEPES, 60 mM KCI, 5 mM MgCl y 4 mM Espermidna-Magnesio
en contraste con el buffer empleado por Hanoaka y colaboradores que usaron 10
mM HEPES-KOH, 3 mM EDTA, 180 mM KCl, y 0.003% Triton X-100 (v/v) (pH
6.8). Otra razon podria estar relacionada a que las proteinas EhTRF-like de E.
histolytica se unen al DNA con menor afinidad debido a la gran variabilidad de las
secuencias tipo STR que se encuentran en su genoma (42 arreglos de tRNA
diferentes los cuales existen al menos 12 STRs diferentes) (Clark et al., 2005;
Clark et al., 2006). Una pregunta que surge alrededor de esta gran variabilidad de
las secuencias STRs de este parasito esta en relacién a su posible origen. En
este trabajo se propone que la secuencia candnica TTAGGG, la cual esta
enriquecida en residuos de Guaninas, pudo haber estado presente en el genoma
de un organismo primitivo que dio origen a este parasito. Sin embargo, al estar
expuesto al estrés oxidativo y la acumulacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS) pudo haber tenido un efecto deletéreo en las secuencias teloméricas,
debido a que el nucleétido G es mas proclive a la oxidacién, generando aductos
8-0xoG (Zhang et al., 1997), induciendo mutaciones tipo transversion G: CT: A
gue resulté en secuencias ricas en AT. A nivel telomérico, 8-0xoG representa la
lesion oxidativa de DNA mas frecuente debido al alto nivel de guanina en la
secuencia. Ademas, debido al estado de heterocromatina, el dafio telomérico
oxidativo se repara de manera menos eficiente en comparacion con el dafo
oxidativo generalizado en el genoma (Coluzzi, 2019). Todas estas caracteristicas
hacen que los telémeros sean las secuencias que mas frecuentemente se dafian
por el estrés oxidativo. (Walker et al., 2012). E. histolytica esta continuamente
expuesta a estrés oxidativo proveniente de neutréfilos y macrofagos, los cuales
producen especies reactivas de oxigeno (ROS) y nitrogeno (ERN) por lo que este

pardsito posee una serie de mecanismos para evadir la actividad de estas
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especies reactivas (Nandakumar, 2013). De esta manera, al oxidarse los
nucleétidos de G y ocasionarse transversiones de bases nucleotidicas podria
explicarse la mayor afinidad de la proteina rEhTRF-like | por la secuencia HsTel y
de igual manera podriamos asociarlo a la ausencia de secuencias teloméricas
clasicas, debido al estado oxidativo en el que se encuentra viviendo

comunmente E. histolytica.

Por otro lado, probamos wuna segunda secuencia tipo STR deE.
histolytica obtenida del microarreglo de tRNA [RT¢T] debido a que es la secuencia
que se repite con mayor frecuencia, de la cual no pudimos obtener la Kq por el
mismo método que con la sonda EhTel debido a la presencia de multiples sitios
de interacciobn DNA-proteina, pero determinamos su especificidad por la proteina
rEhTRF-like | a través de ensayos de competencia. En este trabajo pudimos
probar que la proteina EhTRF-like | también es capaz de formar complejos DNA-
proteina con esa secuencia. Finalmente, el origen de la gran variabilidad de las
secuencias tipo STR de E. histolytica podria estar relacionado a que el
mecanismo de mantenimiento telomérico del parasito podria estar mediado por la
via Alternativa (via ALT). Esta via ALT tiene entre sus caracteristicas una gran
heterogeneidad en las secuencias teloméricas debido a que estas se mantienen a
través de mecanismos de recombinacion (Boutou et al.,, 2013; Cesare et al.,
2010).

Otro aspecto a considerar en la funcion de la proteina EhTRF-like | son las
asociaciones proteina-proteina las cuales participan en diferentes procesos
bioldgicos en los telomeros. El proteoma de los telomeros consta de alrededor de
200 proteinas que se han asociado con diferentes aspectos de la biologia de los
telomeros, incluida la proteccion telomérica, la sintesis de DNA telomérico y el
alargamiento de los telomeros (Déjardin, 2009). En el caso de TRF1, hay
diferentes proteinas que interaccionan con esta proteina las cuales estan
involucradas en la regulacién de la longitud de los telémeros o en el acceso a la
secuencia telomérica. Giannone y colaboradores, realizaron ensayos tipo pull
down empleando como “proteina cebo” a TRF1 identificando 5 de los 6
componentes del complejo de Shelterin, ademas de proteinas asociadas al
telomero como la Tankyrase 1, PARP1, BLM, WRN, RAD50, DNA-pkc,
EhTRF-like I de Entamoeba histolytica. ~ Péginal00
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Ku70/Ku86, y ATM (Giannone et al., 2010). También estos cambios identificaron
proteinas que se clasificaron en categorias funcionales tales como reparacion del
dafio del DNA, ubiquitinacion, cohesion cromosémica, modificacion vy
remodelacion de la cromatina, replicacion del DNA, regulacion del ciclo celular,
transcripcion, metabolismo de nucledtidos, procesamiento de RNA (Giannone et
al., 2010).

Los ensayos de pull down empleando la proteina rEhTRF-like | nos permitieron
identificar 89 proteinas provenientes de extractos totales y 29 proteinas obtenidas
de extractos nucleares, las cuales mediante la herramienta GO Panther y el
analisis de clasificacion funcional se asociaron, en el caso de los extractos totales,
a funciones relacionadas con el citoesqueleto de actina, morfogénesis celular,
procesos de oxidacion y reduccion, glicolisis, detoxificacién celular y traduccion; y
en el caso de los extractos nucleares, con funciones de glicosilacion,
polimerizacién de actina, traduccion y transduccion de sefiales mediadas por
GTPasas. Posteriormente, las secuencias de aminoacidos de cada una de las
proteinas identificadas se analizaron mediante Blast contra la base de datos de
NCBI donde interesantemente logramos identificar a la proteina EhTRF-like 1l
(locus EHI_001110) con un porcentaje de cobertura de 1.59. Esta proteina tiene
una longitud de 441 aminoacidos, comparte caracteristicas similares a EnTRF-like
| debido a que también tiene el extremo amino terminal acidico, y un porcentaje
de identidad del 93.44 con el MDBD de EhTRF-like I. Coincidentemente, estos
dos genes se localizan de manera contigua en el genoma de este parasito, lo cual
permite proponer que los genes ehtrf-like | y Il podrian ser el resultado de una
duplicacién y pueden estar sujetos a co-regulacion transcripcional. El hecho de
identificar a EhTRF-like Il interaccionando con la proteina rEhTRF-like | revela que
estas dos proteinas podrian formar heterodimeros, como ocurren en las proteinas
AtTRB2 y AtTRB3 de Arabidposis thaliana (Prochazkova et al., 2016). Los
ensayos de pull down también permitieron la identificacion de una proteina
hipotética similar a la Histona H1.4 (locus EHI_160980) con una longitud de
secuencia de 304 aminoacidos y un porcentaje de cobertura de 13.82. Los
miembros de la familia de histonas H1 son un componente clave de la cromatina y

pueden estabilizar tanto la estructura de los nucleosomas como la arquitectura de
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la cromatina de orden superior. Existen multiples subtipos de H1 con una gran
variedad de modificaciones postraduccionales (Hergeth, 2015). Las histonas H1
se diferencian de las otras cuatro familias (H2A, H2B, H3 y H4) por su interaccion
con el exterior del nucleosoma, donde se ubican en el sitio de entrada y salida de
DNA de la core central y se unen otros 19-20 pb de DNA que unen un
nucleosoma al siguiente, por lo que se denominan histonas “enlazadoras”. Dichas
proteinas son esenciales para regular el espaciamiento de los nucleosomas vy la
condensacion de la cromatina. Se cree que la H1 brinda estabilidad genomica
porque en células de levadura con carencia de H1 se ha demostrado inestabilidad
gendémica debido al aumento de recombinacion homodloga (HR) (Parseghian,
2015). El subtipo de histona H1.4 es una histona que se ha encontrado
relacionada a heterocromatina que se ubica en regiones subteloméricas y
teloméricas (Parseghian, 2015). Finalmente, en algunos organismos como T.
brucei se ha predicho que las proteinas H1 estan codificadas en una familia
multigen de al menos cinco genes dispuestos en tandem. Dichas proteinas son
esenciales para regular el espaciamiento de los nucleosomas y la condensacion

de la heterocromatina (Povelones, 2012).

También identificamos una proteina hipotética de mantenimiento estructural de los
cromosomas (SMC) esencial para la transmision exitosa de los cromosomas
durante la replicacion. Estas proteinas, ademas, funcionan junto con otras
proteinas en la condensacién cromosdmica, la cohesion de las crométidas
hermanas, la recombinacién, la reparacion del DNA y el silenciamiento
epigenético de la expresion génica debido a su interaccion con la proteina CTCF
(Harvey, 2002). Ademas, es un componente central que coordina las vias de
recombinacién homologa (HR) para la reparacién de roturas de doble cadena del
DNA.

Adicionalmente, identificamos a una proteina del complejo Arp2/3 con el nimero
de acceso C4M782, una longitud de secuencia de 293 aminoacidos y un
porcentaje de cobertura de 10.92. Las proteinas Arp2/3 son proteinas de union a
actina nuclear 2 y 3 implicadas en procesos relacionados con el DNA como son la
remodelacion de la cromatina, la transcripcion, la replicacion y la reparacion del

DNA (Schrank, et. al., 2018). Es probable que todo el complejo esté involucrado
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en un proceso que ayuda a regular la longitud telomérica (Ungar, 2009). Esta
proteina se recluta en la cromatina dafiada y promueve la reparacion por
recombinaciéon homologa dirigida (HDR) mediante la organizacion de la
cromatina al generar dominios de reparacion esenciales lo que conduce a mayor
movilidad en sitios especificos de DSB. La polimerizaciéon de actina nuclear es
necesaria para la migracion de un subconjunto de DSBs en grupos discretos
subnucleares durante HDR (Schrank, et. al., 2018).

Finalmente, nosotros identificamos menos proteinas en nuestros ensayos (89 y 29
a partir de extractos totales y nucleares, respectivamente) en comparacion con el
proteoma asociado a TRF1 realizado por el grupo de Giannone y colaboradores
en el cual identificaron 328 y 88 proteinas en extractos totales y nucleares,
respectivamente (Giannone et al., 2010). Es posible que esta diferencia sea un
reflejo de las condiciones empleadas en el ensayo de pull down, que en nuestro
caso fueron con alta astringencia (300mM de NaCl y 50 mN de Imidazol)

obteniendo de esta manera solamente interacciones proteina-proteina fuertes.

Con los resultados obtenidos se plantea el siguiente modelo para la organizacion

telomérica de E. histolytica.

Citoplasma

Actina F nuclear

=7

Nucleo

Lémina B1

1-li
@NNNNNNNNN

Fig. 46. Modelo de interacciones proteina-proteina en la region telomérica del parasito E.
histolytica. En el modelo se observan a la proteina EhTRF-like I, interactuando mediante la
formacion de un heterodimero con EhTRF-like 1l, las cuales estan unidas al DNA de los repetidos
tipo STR. También se observa la interaccion de la proteina Arp2/3 y la proteina SMC con EhTRF-
like I. Por otro lado, podemos observar la presencia de la histona H1.4 involucrada en la formacion
de heterocromatina.
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XIl. Conclusiones

Se predijo la estructura terciaria de los dominios TRFH Y MDBD de la proteina
EhTRF-like | de E. histolytica. EI dominio de unién a DNA MYB presenta una
estructura tridimensional con una conformacion hélice-vuelta-hélice y los residuos
de aminoacidos del motivo Telebox conservados. Para el caso del dominio TRFH
se determiné una arquitectura enteramente helicoidal y la presencia de
aminoécidos con caracteristicas hidrofobicas relevantes para la interaccion

proteina-proteina.

Se determindé que la proteina EhTRF-like | tiene una Kd de 6.8 nM para la
secuencia telomérica EhTel y una Kd de 2.8 nM para la HsTel. Lo cual quiere
decir la proteina EhTRF-like | presenta una mayor afinidad por la secuencia

canoénica humana.

Se identificaron proteinas asociadas a la maquinaria telomérica de E. histolytica
como son la proteina Eh-TRF-like II, la proteina histona H1.4, la proteina de

mantenimiento estructural de los cromosomas (SMC) y la proteina Arp2/3.
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