QR 5 - ’ S3A6 . \E =
\- 576.895.75 i o4
DUH ' ’ o

PEDECIBA
Area Biologia

TESIS DE MAESTRIA

Analisis de interacciones especificas entre
motivos poli (dT-dG) y poli (dC-dA) y
proteinas nucleares de epimastigotas de

T. cruzi. |

Lic. Maria Ana Duhagon
Orientadora: Dra. Beatriz Garat
Co-Orientador: Dr. Bruno Dallagiovanna

TRIBUNAL: Seccién Bioquimica
Dr. Ricardo Ehrlich (Presidente) Facultad de Ciencias
Dra. Elia Nunes (Vocal) - lgua 4225,

Dr. Carlos Robello (Vocal) Montevideo. Uruguay

T
576.895.75 DUH
Analisis de interacciones...

DuhaTon Serrat, Maria Ana
@b [AUATSERTCWAAAMRAR RN - A

456



INDICE

RESUMEN..........oteii e er s ee s en s ee e s ee s een e e e e e e e e e e e e e 1
INTRODUCCION..........cemimiemrmeeanaeetete et seeses e ee e ee e ses e s s s ee e 2
LA ENFERMEDAD DE CHAGAS... 2
CARACTERISTICAS DE LA DE LA EXPRESION GENETICA w0
Almacenamiento de la informacién genética en 7.cruzi... i
Transcripcion... D
Procesamiento del ARN y control de Ia expresuon a nlvel post-transcnplc:onal para los genes
nucleares.. SR e A £ AE R SR s in v s e ST B § 56 65 eipesecntenD)
Proteinas de union al ADN T T PO | O
Interacciones ADN-protemas 5 SRR TR DTSSR SH o § ks e 58 FHRIE FOH T e o ove smancins ]
EL LOCUSH.. i T S T SRS S e it D
LOS DINUCLEOTIDOS EN EL GENOMA DE Tcruz: s s e s S 9 S
HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS...... SRS s s avsen = 0 TR 15
MATERIALES Y METODOS.....cccuciiiimtuniirnrsiniecerssseensssesessnssseessnssersnsssseses 16
Analisis computacional.............oouiiiis it e e eee e 16
Parasitos.. o i T SRy et o TR B B G TN e S R ERGES L
Ollgonucleotldos y sondas i e B Y RIS S S S o ke IS B B 85 9 S e e noaomes )
Preparacnondeextractosnucleares oA B S i s e B s s O
Tratamientos con ADNasa, ARNasa y protemasa K P P .-
Marcado de las sondas de ADN.. 19
Reaccion de unién y ensayo en gel de retardo (EMSA) R NN~ 0
Cromatografia... SIS 5.5 559 5 6 e e s o BT B A 4 s sy, sempwmtwapesnrsias §885 08 Bemmonmn e ]
Southwestern blot. S W § 6 R PSR B E 5 § BN SRR S S s 5 58 TGO (g 6§ 4 § e ammsemeseani )
o LR 25
Cultivo de parasntos y obtencion de extractos nucleares... i s B s A2
Interacciones entre extractos nucleares y la secuencia mtergenlca de ptr— ..26
Analisis de la frecuencia y ubicacién de poli dinucleétidos en el genoma de T cru21... ..28
Caracterizacion de los complejos especificos entre las sondas poli [dT-dG];s y poli [dC dA]15
y los extractos nucleares de epimastigotas de T. cruzi . . S ...36
Determinacion de parametros fisicoquimicos funcuonales de |os complejos especmcos .42
Purificacion de las proteinas que intervienen en la formacion de los complejos especmcos..45
BRI EMIEIN .o cnns s ssmscomsmmmonms s om i SRS A AN B eSS RS e 50
La secuencia intergénica de ptr-1 contiene sefales que son reconocidas por factores
presentes en los extractos nucleares de epimastigotas de T. cruzi.. ...50
Los repetidos dinucelotidicos poli [dT-dG], presentan una frecuenma y ubncacnon peculnar en
el genoma de T. cruzi.. 52
Los repetidos poli [dT—dG],. y poI| [dC-dA]n son blancos especmcos para protemas de unlon a
hebra simple... —— e ..53
Existen protemas capaces establecer este tlpo de mteraccnones en otras cepas de T cruzi,
en T. brucei y en otras especies... .55
Los complejos especificos presentan propledades fISICquImlca comparables a las descntas
para proteinas reguladoras de la expresion génica... P — o
Una proteina de 40 kDa podria formar parte de los complejos especnflcos estudlados ......... 57
Especulaciones acerca del posible rol de estos complejos... e R R S S AT e D
e (O U, |

S P wes B2



RESUMEN:

La tripanosomiasis americana o enfermedad de Chagas es una parasitosis
causada por el protozoo Trypanosoma cruzi, que constituye actualmente un importante
problema para la salud en América Latina. Los mecanismos de regulacion de la expresion
génica en los tripanosomatidos son muy peculiares y permanecen sin ser bien
comprendidos. La transcripcidén policistronica, caracteristica en este grupo, determina que
la regulacion de la expresion génica se produzca principalmente a nivel post-
transcripcional. Las proteinas responsables de estos procesos interactllian con secuencias
contenidas en las regiones intergénicas. El objetivo de esta tesis fue la busqueda y el
analisis de interacciones acidos nucleicos-proteinas en la regién intergénica del locus H de
T. cruzi. En este trabajo identificamos interacciones especificas entre proteinas nucleares
de epimastigotas y unas secuencias dinucleotidicas repetidas poli [dT-dG]is VY
poli [dC-dA];s. La abundancia y localizacion de estos elementos en las regiones
intergénicas de T.cruzi, y las funciones que han sido propuestas para ellos en otros
organismaos sugieren su participacion en la regulacién de la expresion génica. A través del
ensayo en geles de retardo caracterizamos la especificidad y estabilidad de estos
complejos. Las propiedades fisicoquimicas determinadas son comparables a las descritas
para factores proteicos reguladores de la expresion. Resulta interesante sefialar que en
diferentes cepas de T. cruzi se observan complejos similares. Asimismo, los elementos
poli [dT-dG], y poli [dC-dA], también son reconocidos por factores presentes en extractos
nucleares de T. brucei, asi como de otras especies distantes. Por ultimo, mediante
cromatografias de afinidad logramos la purificacion parcial de una proteina de 40kDa que
es capaz de establecer interacciones con el ADN en hebra simple y que podria ser
responsable de la formacién de alguno de estos complejos. Teniendo en cuenta las
diferentes funciones que han sido propuestas para los repetidos de dinucleétidos
poli [dT-dG], y poli [dC-dA],, los resultados aqui presentados sugieren que los complejos

caracterizados podrian ser de relevancia para la biologia de este parasito.



INTRODUCCION

LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

La tripanosomiasis americana o enfermedad de Chagas es una zoonosis
tropical causada por Trypanosoma cruzi. Esta parasitosis tiene una amplia distribucion en
América Central y del Sur donde es endémica en 21 paises, con 16-18 millones de
personas infectadas y 100 millones en riesgo de contraerla (Gltimos datos epidemiologicos
de la OMS, 1998).

La enfermedad de Chagas presenta dos fases en su evolucién clinica. Una
fase aguda que comprende los dos primeros meses de infeccion y se caracteriza por una
sintomatologia de intensidad y duracion variables y por parasitemias mas altas que en la
fase cronica. Mayormente pasa desapercibida y en algunos casos los sintomas van desde
estado febril e inflamacion en la zona del ingreso del parasito (Chagoma en la piel y/o
"signo de Romafia" en la membrana ocular) hasta la muerte del huésped. Los sintomas
generalmente desaparecen a los pocos meses y la enfermedad evoluciona hacia una fase
crénica con parasitemia baja y asintomatica. En el 30-40% de los casos se desarrollan
sindromes chagéasicos (miocardiopatia, megacolon, megaes6fago) mientras que el resto

de los casos desarrollan la forma indeterminada o asintomatica.

Trypanosoma cruzi pertenece a la clase Zoomastigophora, Orden
Kinetoplastidiae, Género Trypanosomatidae, subgénero Schizotrypanum. Su ciclo de vida
transcurre entre dos huéspedes: uno invertebrado, el insecto triatomino o vinchuca
(Triatoma infestans y Triatoma rubrovaria en nuestro pais), y otro vertebrado (huésped
mamifero) (Figura 1). El parasito presenta tres formas o estadios principales, relacionados
con sus distintos entornos: la forma epimastigota replicativa, en la luz del intestino del
insecto, la forma tripomastigota no replicativa, que es la forma infectiva, y habita la ampolla
rectal del insecto, y la forma amastigota replicativa, que se desarrolla dentro de las células
del huésped mamifero. Cuando el triatomino ingiere sangre del vertebrado, deposita las
heces contaminadas con tripomastigotas, que pueden ingresar al huésped vertebrado a
través de una solucion de continuidad. Luego alcanzan el torrente sanguineo desde donde
pueden invadir varios tipos celulares (principalmente células del sistema fagocitico
mononuclear, células musculares y células nerviosas). Una vez dentro de la célula los
tripomastigotas se transforman en amastigotas. Unas 12 horas antes de la liberacién de la

célula, comienzan a sufrir una transformacion hacia tripomastigota, que es la forma que



circula por la sangre. Cuando la sangre del huésped vertebrado es ingerida por un
triatomino, los trypanosomas pasan al intestino de la vinchuca donde se transforman en
epimastigotas, comenzando un nuevo ciclo (Pinto Dias, 1991). Si bien morfologica y
biolégicamente similares, podemos distinguir entre el estadio tripomastigota metaciclico
gque se diferencia a partir de los epimastigotas siendo eliminado con las heces del insecto,

y el tripomastigota que se produce en la corriente sanguinea a partir de los amastigotas.

Figura 1. Cuadro izquierdo. Esquema representando el ciclo de vida de Trypanosoma cruzi. Los

trypanosomas en el estadio amastigota se replican en el intestino del insecto (A); en la ampolla rectal (B) se
transforman en tripomastigotas metaciclicos, que son eliminados por las heces (C); al penetrar en el huésped
vertebrado los parasitos invaden células del sistema fagocitico mononuclear cutéaneo (D) donde, bajo la forma
de amastigotas comienzan a multiplicarse. Al estallar la célula pasan a la sangre como tripomastigotas (E),
diseminandose por el organismo e invadiendo musculos y otros tejidos (F). El ciclo se cierra cuando la sangre

del paciente es ingerida por el insecto. Cuadro derecho. Esquema de tres de los estadios del parasito. A.

Formas epimastigotas, B. Formas tripomastigotas, C. Formas amastigotas. F: flagelo; G: aparato de Golgi; N:
nucleo; RE: reticulo endoplasmico; K: mitocondria; M: prolongaciones de la mitocondria con doble membrana y

crestas mitocondriales.

CARACTERISTICAS DE LA EXPRESION GENETICA EN LOS TRIPANOSOMATIDOS.

Los flagelados aparecieron en la tierra hace aproximadamente 1.5 billones
de afios (Woese y col., 1990), y tal vez como resultado de esta distancia filogenética
presentan caracteristicas biolégicas excepcionales comparados con otros eucariotas. En lo
que se relaciona con la regulacion de la expresién génica hasta el 25% del acido
desoxirribonucleoico (ADN) celular total se encuentra en una gran mitocondria Unica

denominada kinetoplasto (Dvorak y col., 1990). Los transcriptos mitocondriales pueden ser



modificados hasta en un 50% por la adicibn de uridinas a través de un mecanismo
conocido como “editing” o edicion (Shaw y col., 1988). La envoltura nuclear es
conservada durante la division celular y el huso mitético se forma en el nlcleo. Ademas la
cromatina no se condensa hasta cromosomas (De Souza & Meyer, 1974). La transcripcion
policistrénica y la adicion de una secuencia conservada (el miniexén) en los extremos 5°de
los mensajeros individuales por un mecanismo denominado trans-splicing, también son

mecanismos peculiares caracteristicos de este grupo.

Almacenamiento de la informacion genética en T. cruzi

Como sucede en los eucariotas, el ADN de los tripanosomatidos se
almacena en dos compartimientos celulares : el nucleo y la mitocondria. Sin embargo
dentro de la mitocondria el ADN esta organizado de un modo bastante peculiar en dos
tipos de estructuras con funciones diferentes: los maxicirculos y los minicirculos. Estas
estructuras circulares de ADN se encuentran concatenadas formando una red altamente
compleja observable al microscopio electrénico (Chen y col, 1995). Los maxicirculos tiene
una tamafo de 40 kb aproximadamente, encontrandose en un numero de 20 a 50 por
organelo. Ellos contienen los genes codificantes para las proteinas y los ARNs
ribosomales, constituyendo el equivalente al ADN mitocondrial de los eucariotas. Los
minicirculos tienen un tamafio de 1.4 kb y estan en niumero de alrededor de 30.000 por
pardasito. Contienen las secuencias codificantes para los ARNs guias necesarios para la

correccion de los transcriptos mitocondriales (Stuart, 1991; Simpson, 1997).

El tamafio del genoma de T. cruzi esta estimado entre 100 y 200 Mb
variando segun el clon estudiado (Henriksson y col., 1996). El 51% del ADN corresponde a
secuencias medianamente repetidas, el 23 % a secuencias de copia Unica y el resto a
secuencias altamente repetidas (Castro y col., 1981). Los genes medianamente repetidos
suelen presentar una organizacién en tandem, pudiendo estar esta unidad de repetidos

presente en uno o varios cromosomas.

No se ha podido determinar el nUmero exacto de cromosomas de
T. cruzi, debido a su falta de condensacion. Sin embargo a través de electroforesis de
campo pulsado sabemos que existe un importante polimorfismo en tamafio y nimero de
cromosomas entre los distintos clones (Henricksson y col., 1990), siendo el namero
superior a 40, y el tamafio cromosémico entre 0.45y 4 Mb (Henriksson y col.,1996). La
ploidia de este organismo permanece aln sin aclararse; se ha sugerido aneuploidia
(McDaniel & Dvorak, 1993) y diploidia (Henricksson y col., 1990).



Transcripcién

A diferencia de lo que sucede en la mayoria de los eucariotas, en los
tripanosométidos la expresion de los genes nucleares que codifican proteinas ocurre por
transcripcion policistronica (Vanhamme & Pays, 1995). Existen regiones de densos

agrupamientos de genes que se transcriben en una Unica molécula de premensajero.

La mayor parte de la investigacion en biologia molecular de
tripanosoméatidos se ha realizado en T. brucei, el parasito causante de la enfermedad del
suefio o tripanosomiasis africana. Dada las estrechas relaciones evolutivas y las
concomitantes semejanzas fisioldgicas y morfolégicas entre los kinetoplastideos parasitos

resulta significativo tratar la biologia molecular de estos organismos como grupo.

El control del inicio de la transcripcidon es quizds uno de procesos menos
comprendidos entre los que determinan la expresion génica en los tripanosomatidos. Dos
grupos de genes de T. brucei, los de las glicoproteinas variables de la superficie (VSG) y
los de las proteinas acidicas repetitivas (PARP), se encuentran claramente regulados a
nivel de la transcripcion. Estos genes representan genes codificantes para proteinas que
son transcriptos por una ARN polimerasa tipo | (resistente a la alfa amanitina), un
fendbmeno Unicamente descripto en los protozoarios kinetoplastideos (Lee & Van der
Ploeg, 1997). Se ha establecido el control a nivel del inicio de la transcripcion para los
genes de los ARN ribosomales (ARNr), también transcriptos por esta polimerasa.

En los tripanosomaétidos, los sitios de expresion de los genes VSG y PARP
parecen depender fuertemente del contexto cromosomico en el que se encuentren sus
promotores. Este contexto es particularmente importante en la determinacién de la
inactivacion de los sitios de expresion que es disparada por efectos posicionales cuyos

mecanismos no son bien conocidos aun (Cross y col., 1998; Hotz y col., 1998).

Hasta ahora se han reportados muy pocos promotores para la ARN
polimerasa Il en los kinetoplastideos (Ben Amar y col., 1991; Wong y col., 1994; Lee,
1996). Sin embargo, su capacidad para incrementar la probabilidad de inicio de la
transcripcién no es muy clara. El hecho de que varias regiones intergénicas sean capaces
de promover la transcripcion en las dos hebras oscurece estos resultados. Mas aln, los
vectores de expresidon comunmente usados en T. cruzi utilizan regiones intergénicas

delante del sitio de clonacion (Teixeira, 1998) para promover la expresion. Si bien estas



regiones intergénicas muestran actividad promotora, no se ha encontrado ningln elemento

promotor clasico en ellas.

Recientemente se comunicd que el cromosoma 1 de Leishmania major
posee dos Unicas unidades de transcripciéon orientadas “cabeza a cabeza” con absoluta
polaridad de hebra, que contienen a todos los genes codificantes para proteinas (Myler, y
col., 1999). Esta situacién es también observada en el contig de 93.4kb del cromosoma 3
de T. cruzi, que constituye la secuencia mas larga hasta el momento publicada
(Andersson, y col., 1998). Estas evidencias hacen pensar en dos posibles explicaciones
para el inicio de la transcripcién. Una posibilidad seria la existencia de un promotor para la
ARN polimerasa Il delante de cada unidad de transcripciéon. Otra posibilidad seria que la
transcripcion comenzara de algin modo azaroso en multiples sitios de baja afinidad a lo
largo del cromosoma. La ubicacién y estructura de los posibles promotores permanece

aun sin ser dilucidada.

Procesamiento del ARN y control de la expresidon a nivel post-transcripicional para

los genes nucleares

En estos organismos no se habian observado intrones; sin embargo
recientemente se reportd que los genes de la poli A polimerasa en T. brucei y en T. cruzi,
se encuentran intervenidos por una secuencia de 653 y 302 nucleétidos respectivamente y
son procesados por un mecanismo de cis-splicing (Mair y col., 2000). Los genes
contenidos en largos ARNs policistronicos son procesados por la adicion de un miniexon
en el extremo 57y la poliadenilacion del extremo 3" dando lugar a los ARN mensajeros
(ARNmM) individuales.

Trans-splicing

Todos los ARNm de tripanosomatidos caracterizados hasta el momento
presentan una secuencia llamada mini-exén o “spliced leader” en el extremo 5°. Esta
secuencia tiene 39 nucledtidos en T. cruzi. (De Lange y col., 1984). El “trans-splicing” es
una reaccién intermolecular de procesamiento del ARN en la que dos moléculas de ARN

diferentes, el “sequence leader” (SL) y el pre-mensajero policistrénico, se unen para formar



un ARN maduro. EI miniexdn, que representa el extremo 5° del mensajero del gen del SL,
se une al sitio aceptor de splicing ubicado en la region 5° del gen que va a ser procesado
(Figura 2). Este fenbmeno ocurre co-transcripcionalmente y es fundamental para la

traduccion correcta de los mensajeros.

La maquinaria que participa en este fendbmeno se denomina ayustosoma o
spliceosoma. Si bien no estd completamente caracterizada, se conocen los ARN pequefios
nucleares que participan en este proceso. Se supone gue su estructura es similar a la
descrita en los eucariotas superiores, donde participan un grupo de proteinas y ARNs
nucleares de pequefio tamafio (ARNsn) homologos a los que intervienen en el cis-splicing
en eucariotas superiores (Ullu y col., 1996).

También se ha observado procesamiento alternativo entre sitios distantes.
En algunos casos, la abundancia de polipirimidinas en los sitios de splicing podria estar
determinando la eficiencia relativa del procesamiento y por lo tanto la abundancia de su
ARNm (Ullu y col., 1996).

Poliadenilacion

En tripanosomatidos el proceso de poliadenilacion es similar al del resto de
los eucariotas e implica la participacién de una endonucleasa especifica que corta el pre-
mensajero en su extremo 3. La enzima poli A polimerasa incorpora adenosina a expensas
de ATP. Este evento es un importante punto de regulacion de la estabilidad de los
mensajeros y por tanto es importante en el establecimiento de la abundancia de los
ARNmM. No se conoce exactamente la secuencia que actia como sefal de poliadenilacion
en T. cruzi. Se han purificado proteinas de unién a la secuencia poli A en T. cruzi y en
T .brucei (Pitula y col., 1998; Texeira y col., 1994). Por otro lado, varios trabajos han
demostrado que los fendbmenos de trans-splicing y poliadenilacion estan acoplados
temporal y espacialmente, produciéndose primero la adicion del miniexén y siendo la sefial
aceptora del mismo la que determina la poliadenilacion del extremo 3° del gen situado
corriente arriba (Hug y col., 1993, Lebowitz y col., 1993). Se ha demostrado que un trecho
de polipirimidinas gobierna tanto la poliadenilacién de los genes corriente arriba como el
trans-splicing de los genes corriente abajo (Schurch y col., 1994).



Regulacién

A pesar de su transcripciébn primaria comun, los genes individuales que
pertenecen a la misma unidad de transcripcion policistronica muestran diferentes patrones
de expresion, por ende, la regulacion de la expresion génica en los tripanosomatidos opera
principalmente a nivel post-transcripcional. Los genes codificantes para proteinas estan
ordenados en largas unidades de transcripcion a partir de las cuales se generan los ARNm

individuales.

Las regiones no traducidas (UTR) de los mensajeros estan involucradas en
los mecanismos de regulacion post-transcripcional, siendo probablemente blancos de
proteinas regulatorias. Con una Unica excepcion, el gen de la hsp83, donde la region
reguladora esta en el 5 UTR (Aly y col., 1994), son las regiones 3’ UTR las que confieren
la especificidad de expresién de estadio (Nozaki y col., 1995; Teixeira y col., 1998). Muy
recientemente se ha sido descrito en T. cruzi un elemento rico en nucledtidos Ay U en el
3" UTR de los genes de las mucinas, que modula la estabilidad y eficiencia de traduccion

de los mensajeros (Di Noia y col., 2000).

Se ha demostrado que parte del control de la expresién de los genes VSG

de T. brucei ocurre a nivel de la elongacién del ARN (Vanhamme y col., 2000).

En tripanosoméatidos no ha habido aln evidencias de que la exportacién del
ndcleo al citoplasma intervenga en el control de la expresion durante el desarrollo. Existen
si datos indirectos acerca del control traduccional: la probabilidad de traduccion de los
mensajeros estaria mediada por elementos presentes en el 3° UTR de los genes de las
prociclinas (Hotz y col., 1998). Por ultimo, la estabilidad de los productos proteicos de
algunos genes podria ser también un mecanismo del control de la expresion (Torri y col.,
1993; Priest y col., 1994).



Figura 2. Proceso general de maduracion de los ARNm en los tripanosomatidos. La mayoria de los genes de
los tripanosomatidos estan organizados en grupos. Cada gen se indica como un rectangulo coloreado. En otras
ubicaciones cromosdmicas hay varios cientos de repetidos directos en tandem que codifican para los ARNm
del SL; estos se indican como cuadrados coloreados en la parte superior izquierda de la figura. Un posible sitio
de inicio de la transcripcion ( ) se encontraria 5° respecto al primer gen del agrupamiento. En el caso del
SL, cada repetido parece tener su propio promotor. Después de la transcripcion, los pre-ARNm policistronicos
son procesados por trans-splicing y poliadenilacion, lo que requiere de sefiales presentes en las regiones
intergénicas: una secuencia polipirimidina (C,T)n (W ), el sitio de adicién del miniexén o AG (A ), y el sitio de
poliadenilacion (. ). Los ARNm maduros, que consisten en la secuencia del miniexérﬂ )elUTR enel 5, la
regién codificante, el 3" UTR y la cola poli A estan representados en el diagrama.
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Proteinas de unién a acidos nucleicos.

En los ultimos afios se han identificado varias proteinas de unién al ADN en
los tripanosomatidos. Algunas de ellas tienen funciones estructurales en el ADN. Por
ejemplo se han caracterizado todas las histonas de las principales especies de
kinetoplastideos. Usando técnicas de crosslinking, se han encontrado un numero de
proteinas ricas en lisina que estan involucradas en la condensacion y el empaquetamiento
del ADN en el kinetoplasto (Xu y col., 1996). Con el ADN de este organelo se han co-

purificado pequefias proteinas en Crithidia fasciculata (Tittawella, 1993).

Por otro lado se han encontrado proteinas que establecen interacciones con
el ADN y que estan probablemente vinculadas a la regulacion de la expresion. Como
resultado del rastreo de una biblioteca de expresion se encontrd una proteina de union a la
secuencia especifica en hebra simple hexdmero (HEXBP) que contiene nueve residuos de
cisteina con una organizacion del tipo dedos de Zinc “CCHC” en Leishmania major (Webb
& McMaster, 1993) y una proteina tipo HMG que reconoce el elemento octdmero (Octl) en
el ADN en doble hebra en T. brucei (Erondu & Donelson, 1992).

Del mismo modo se han identificado un nimero de proteinas de unién al
ARN que estan involucradas en la biogénesis y la utilizacion de este &cido nucleico. A
través de aproximaciones inmunologicas se ha identificado un homdlogo a la proteina
ribosomal L25 (Metzenberg y col., 1993). Por otro lado, se ha demostrado que un grupo de
proteinas tirosin fosforiladas que contienen el motivo RGG (entre ellas Nopp44/46) y que
estan reguladas en el desarrollo, tienen ubicacion nucleolar (Das y col., 1996; Parsons y
col. 1994). También se han purificado y secuenciado proteinas de union al poli A tanto en

T. cruzi como en T. brucei (Pitula y col., 1997; Batista y col., 1994).

Asimismo, se han caracterizado un grupo de proteinas que intervienen en
el splicing. Entre ellas, se identificé la fibrilarina, que se une al U3 sn ARN (Hartshorne &
Agabian, 1993) y un grupo de proteinas de unién a ARNsn (Palfi & Bindereif, 1992). Se
han identificado una proteina nuclear, RRM1 (Manger & Boothroyd, 1998) y una que
contiene el dominio SR (Ismaili y col., 2000), que presentan homologia con RNABPs del
sistema de cis-splicing. Por ultimo se ha reportado el aislamiento, clonacién y la expresion
de dos proteinas de unién a ARN, p34 y p37, que estan ademas reguladas durante el

desarrollo y se localizan en el ndcleo (Zhang y col., 1998).
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Interacciones acidos nucleicos-proteinas.

Por medio del analisis del cambio enla migracién electrororética de los
acidos nucleicos (ensayo en gel de retardo o EMSA) se han detectado interacciones entre
proteinas nucleares y los promotores tipo ARN polimerasa |, de los genes para ARNr, VSG
y PARP cuando el ADN se encuentra en forma de hebra simple (Vanhamme & Pays,
1995). Esto podria implicar que se necesita que el ADN esté abierto para iniciar la
transcripcién. También se ha encontrado actividad de unién al promotor del gen VSG en
forma de doble hebra en extractos nucleares de la forma sanguinea (Pham y col., 1997).
Recientemente se ha comunicado que una proteina de 40 kDa se une ADN en hebra
simple de las regiones ricas en C de los repetidos teloméricos, del promotor de VSG y del
terminador de la transcripcion de T. brucei (Beberof M.y col., 2000). Estas evidencias
apuntan a un papel particularmente relevante de las proteinas de union a ADN en hebra

simple a nivel de la transcripcion.

Por lo menos dos regiones ubicadas en el promotor de los genes para el SL
ARN son esenciales para la transcripcion en células transfectadas en forma estable. Se
han identificado proteinas que se unen al elemento proximal en T. cruzi, a los dos
elementos distales de Leptomona seymouri, ¥y a la secuencia distal de Leishmania

tarantolae, siempre en forma de doble hebra (Campbell y col., 2000).

EL LOCUS H

El locus H de Leishmania es una regién que contiene varios genes que
confieren resistencia a drogas. Esta region, de entre 68-85 kb, resulta amplificada
(incrementa el nimero de copias) frente a la presion con un farmaco: el metotrexato. Este
amplicén es capaz de conferir resistencia a esta droga ademas de otras, al parecer, por

mecanismos diversos (Coderre y col., 1983 ).

En Trypanosoma cruzi existe una region del tipo “locus H” porque contiene
genes homologos a los del locus H de Leishmania, que también estan involucrados en la
resistencia a farmacos. Esto genes incluyen una p-glicoproteina que es un transportador
del tipo ABC (gen tcgp2) y tiene identidad de secuencia con el gen pgp A de Leishmania;
su mensajero poliadenilado se observa so6lo en las formas replicativas y no se ha

demostrado que su producto intervenga en la resistencia a farmacos (Dallagiovanna y col.,
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1996). Corriente abajo de este gen se encuentra el gen ptr-1, que codifica para una
pteridin-reductasa expresada principalmente en epimastigotas y que confiere resistencia a
los antifolatos. Este gen es homdlogo al ptr-1 contenido en el locus H de Leishmania
(Robello y col., 1997). Por ultimo se secuencié el gen tcpl7 que se encuentra 5  respecto
a tcpgp2 y codifica una proteina de la familia YERO57 que se expresa solamente en

epimastigotas, cuya funcién no se conoce aln (Robello y col., 1998).

Recientemente, mientras miembros de nuestro grupo trabajaban en la
caracterizacién molecular y funcional de los genes localizados en el locus H, encontraron
una llamativa incidencia de trechos de dinucleétidos (dT-dG)n.(dC-dA) n, de longitudes
variables, en las regiones intergénicas de esta region especifica del genoma de T. cruzi
(Figura 3).

Figura 3. Secuencia intergénica 5" del gen de la pteridin reductasa-1 (ptrl) del locus H. En rojo se indica la

region de repetidos (dTdG)14, mientras que en verde se sefialan repetidos mas cortos: (dTdG)s y (dTdG)s, Los

nucleétidos subrayados indican el sitio para la enzima Ncol.

57 GGCTGTTTTTGGGGTGGGCATCCAGCTCGAAAAAGTCCGAAATCAGATTTTTCATTTTGTTTGTTTTTTTTT
GTTTTTGCACCATGTGGCGTGTTCTTTTCTGGGAATATCTCTGGCGTGTGTGCATGTATGTAGGGTGTTGATGGGTTTGTTGTAT
GTAACTATGTATGAAATGTGCCTGTGAAGAGAATGTGTGGTAAATGGTCAATTGTGTGCCTTGCGTCATCCGCCTTTTTTTCTTT
TTTTGCGGCCAGGGCACAACATGGAGCTTGCCCGTTGTTTATGGGTGAGTTATTGTCTTTAGATCGTCTCGTGAGCGCGTGGTTT
TTTTTTTTTCCTTTTTTGTGTGTGGTGGGTTTCATCAGTAGGATTTGTGTGGTGGATCGAGCCCTTGTTTGTTACTGAGTGCTGT
GTGTAATGAGCGCCGCGCTGCGCTCAGACACCATCTGTTTGTTTGCCGATCAGTCTGTTTCAACTGTGTGTGTATGTCTTCGTCT
ATGTGTGTGTGTCTGCGTTTCTTTCCTTCTTGCTAGGCGGGTAGGCTGCAATGCGGCGACTGTGTGCATTCCGCACAGGGACGCC
GACAGTGCCGCATCGACGCTTTGGCAACGCACCGAGCCGTGTGCGCCCCGTGGAGACGCCAGGCATGCAAGCTTGGCATGCACGC
ATGGCGACAGACCGAGCGTGAGGTGAGCGTCGCTGTGGCGCTTGCGGTGATGTTTGTAGTGCCCGTTTGGGTTGTTCTGCTCTCG
GGCTTGCGGGAGGAGCAGAAGCGTGAGAGTGTGAGGCGGTGGGCCATGGAGCAGAAGCGTGGCGGCGAGTGAGGCAGGCATCCAC
ACCCACGGGGGAGGGAGAGACTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGAAGCAACGACAGGAATGAGAGAACGTTGTCEGTGAC
CACGTGTTGGCGTATGTTGTCGCTGGCACAAGTGTGGAATGAGAGAACGTTGTTGTGACGACGTGTTGGCGTATGTTGTCGCTGG
CAGAAGTGTGTTTGTGTTGCCCTGCCGTGCGTGGTGTGCCCGAGTCCACTTCCTCTGGCCGCCACAAAACCTGTTGCTCTTCCAC
CATGGACTTTTCTTGGGAAGCAAAGAGTGAGAAAACACAGGAGGGTGG3”

LOS DINUCLEOTIDOS EN EL GENOMA DE T. CRUZI.

Los genomas eucariotas contienen un gran numero de secuencias no
codificantes que regulan las funciones generales de transcripcion, replicacion,
recombinacion, asi como a cada gen especificamente. Entre estas secuencias llaman la

atencion las que estan repetidas en tdndem. Estos repetidos son muy abundantes; en



humanos por ejemplo representan quizds 10% o mas del genoma. Independientemente de
su origen y/o dinAmica se ha sugerido que los repetidos (especialmente los de
periodicidades cortas) en si mismos, producirian estructuras particulares en el ADN,
alterarian la estructura de la cromatina y/o constituirian sitios de unién de factores
proteicos (Hamada y col., 1984). Hasta ahora la mayoria de la investigacion ha recaido
sobre los repetidos de patrones cortos (2-5 nucleétidos), presumiblemente porque son
relativamente sencillos de detectar a simple vista en las secuencias. Ademas
recientemente han sido objeto de especial antencién porque se han encontrado varias
enfermedades hereditarias causadas por la amplificacién de repetidos trinucleotidicos. Por
otro lado, los repetidos en tdandem se utilizan mucho actualmente como marcadores de

polimorfismos (Edwards y col., 1992).

Recientemente se public6 la secuencia completa de un contig del
cromosoma 3 de la cepa CL Brener de T. cruzi. En ese trabajo se resalta el hecho de que
las secuencias intergénicas son ricas en repetidos de di y trinucleétidos de varios largos,

aunque no se realiza ninguna especulacion acerca de su funcion (Andersson y col., 1998).

Nosotros nos preguntamos si esos repetidos, en particular los trechos (dT-
dG)n o (dC-dA)n, que son llamativamente abundantes en la regién intergénica de ptr-1,
podrian constituir blancos especificos para proteinas nucleares. Hasta el momento se han
identificado elementos del tipo (dT-dG)n.(dC-dA)n, como sitios de reconocimiento del
sistema de recombinacién, particularmente para la proteina RecA (Dutreix, 1997; Tracy y
col.,, 1997). Estas secuencias también se han visto en elementos reguladores de la
transcripcién, tal como sitios de terminacion a los que se unen factores especificos (Hong
y col., 1997) o en elementos que son reconocidos por factores relacionados a la familia
Spl (Gory y col.,, 1998). Dada la conservacion de su localizacibn cromosémica y su
capacidad de adoptar conformacion Z (Pardue y col., 1987) se ha postulado también que
tendrian roles en el establecimiento de la estructura y funcién de la cromatina. Por ultimo
se ha demostrado que estas secuencias son capaces de incrementar la transcripcion
cuando se colocan 5 de un gen testigo expresado en células HeLa (Hamada y col., 1984).
Asimismo, los tramos poli(dT-dG). poli(dC-dA) son capaces de formar estructuras en
hélices cuadruples que son reconocidas por proteinas nucleares del grupo de alta
mobilidad (HMGL1 y 2) (Gaillard & Strauss, 1994).

La presencia de trechos poli(dT-dG)n en las regiones intergénicas del locus
H y del cromosoma 3, los antecedentes del rol de estas secuencias en otros organismos y

la comprensién de que son las regiones intergénicas las que contienen las sefales que
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dirigen a las proteinas responsables de regulaciébn de la expresion génica, llevan a
preguntarse acerca de un posible papel de estas secuencias como elementos de

reconocimiento especifico de factores proteicos.

En conclusiéon, aunque hay cada vez mas informacion acerca de las
proteinas que establecen interacciones con el ADN regulando la expresién génica en los
tripanosomatidos, estamos todavia lejos de comprender las bases moleculares de estos
procesos. No conocemos la totalidad de los componentes basicos de la maquinaria de
splicing, ni de la transcripcion, ni tampoco los factores responsables de la expresion
estadio especifica o de la expresion diferencial de los genes. Dada la dificultad en
encontrar promotores en estos organismos, la capacidad de las regiones intergénicas de
promover fuertemente la transcripcion y el control de la expresion fundamentalmente post-
transcripcional, las sefales para los factores que intervienen en estos procesos deben
estar contenidas en las regiones intergénicas. Con estos antecedentes, en este trabajo
intentamos contribuir a la comprension de la informacion contenida en las secuencias
intergénicas de T. cruzi y de los mecanismos que éstas median. Para ello nos propusimos
la busqueda e identificacion de interacciones especificas entre el ADN de las regiones

intergénicas de T. cruzi y proteinas nucleares.
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HIPOTESIS DE TRABAJO

Nuestra hipétesis de trabajo sostuvo que existen proteinas que
interaccionan especificamente con la region intergénica del locus H estudiada, y que estas
interacciones pueden ser de relevancia para la biologia del parasito, en particular, para la

regulacion de la expresion génica.

OBJETIVOS DEL PROYECTO

Objetivo general:

Contribuir a la comprension de la informacién contenida en las secuencias

intergénicas de T. cruzi y de los mecanismos que éstas median.
Objetivos especificos:

a) Determinar la presencia de proteinas capaces de establecer

interacciones especificas con las regiones de interés: secuencias

intergénicas del locus H y elementos (dT-dG).(dC-dA) n.

b) Determinar si existe actividad de union a estas regiones en los tres

estadios del parasito.

c) Caracterizar la formacién de complejos desde el punto de vista
fisicoquimico.

d) Identificar y caracterizar la/s proteina/s que reconocen estas secuencias.

Durante el transcurso del trabajo experimental, se introdujeron nuevos
objetivos a la vez que se volvié imposible alcanzar algunos de los propuestos al comienzo.
Dentro de los nuevos objetivos incluimos el analisis computacional de la frecuencia y
ubicacién de los dinucleétidos repetidos (en particular de (dT-dG)n y (dC-dA)n) en el
genoma del parasito, el analisis de la presencia de estas proteinas en otras cepas del
género y en otras especies, y la purificacion de las proteinas caracterizadas.
Lamentablemente durante esta tesis no fue posible realizar el cultivo de las formas

amastigotas y tripomastigotas de T. cruzi con lo que no fue posible concretar el objetivo b).



MATERIALES Y METODOS

Anélisis computacional

Se estudié la frecuencia y ubicacion de repetidos de poli dinucleétidos para
cada una de las combinaciones posibles (AA, TT, GG, CC, AT/TA, AG/GA, AC/CA, TG/GT,
TCICT, GCI/CG) en las regiones no codificantes. El andlisis se realiz6 en forma
independiente en dos bases de datos distintas. Por un lado, se obtuvieron las tres
secuencias solapantes (AF 05281, AF 05282, AF 05283) que dan lugar a un contig de
93.4 Kb, que constituye la secuencia mas larga reportada en este parasito (C). Por otro
lado, se tomaron las secuencias genomicas de T. cruzi reportadas al GeneBank
empleando la utilidad entrez. Se seleccionaron sélo aquellos genes con anotaciones de
secuencia codificante (CDS). Las secuencias fueron divididas en codificantes y no
codificantes. En este trabajo se hace referencia indistintamente a las regiones intergénicas
y a las no codificantes debido a que para la mayoria de los genes no se conocen
exactamente los limites de las regiones no traducidas (UTRs). Sin embargo, esta
nomenclatura no es exacta, pues la region intergénica corresponde a la secuencia de ADN
gue se encuentra fuera de las regiones génicas. Esto es, la regidn intergénica
estrictamente no contiene las UTRs, que si bien no son codificantes estan presentes en los

ARNmM modulando su expresion.

Las porciones no codificantes de las secuencias individualmente enviados al
GeneBank se usaron para generar la base de datos S| (494 secuencias con un total
103.971nt). A su vez esta base de datos se subdividi6 en regiones 5 (34.411nt) y
37(69.560 nt) respecto a la CDS. Dada la naturaleza policistronica de los genes de T. cruzi
esta distincion es arbitraria en tanto no se conozca el largo de las zonas de regulacion
(UTRs) para cada gen y no se comprenda la relacion funcional entre la region intergénica y
los genes flanqueantes. La base de datos C contiene las regiones intergénicas completas
mientras que la Sl registra regiones de tamafo variable y cercanas a las zonas

codificantes.

Para ambas bases de datos (Sl y C) se determind la cantidad de trechos
poli dinucleotidicos perfectos, poli [dX-dY], de cada largo para n>4. Con estos datos se
hall6 un factor F para cada n que es el producto de la frecuencia (f) de dinucle6tidos con

un largo dado por el tamafio de la secuencia dinucleotidica (F = n. f). Con el objetivo de

16



representar en un valor Unico la abundancia de cada repetido perfecto de poli dinucleétido
en las regiones estudiadas se obtuvo otro valor que resulta de la sumatoria (2)) de todos
los F para un dinucle6tido dado (2. F(n)). Cada suma fue normalizada, teniendo en cuenta
el tamafio de la base de datos correspondiente, usando los valores: 1.03 para Sl, 0.93

para contig, 0, 34 para 5" Sly 0.70 para 3'SI.

A los efectos de incorporar a estos andlisis los dinucleétidos imperfectos se
utilizé el programa Tandem Repeat Finder (TRF) (Benson, 1999) configurado de tal modo
de encontrar los repetidos de periodicidad dos (dinucle6tidos) con un n mayor o igual a 10.
Los datos fueron procesados posteriormente de mismo modo descrito arriba, obteniéndose
los valores F y > en cada caso. Sin embargo se introdujo una modificacion en el valor F
gue intenta representar el grado de acierto de cada repetido, dado que ahora se
consideran también repetidos imperfectos. Por lo tanto, F = n. F. a, siendo a un valor entre

0-1 que representa la proporcién de bases acertadas en el repetido.

Para determinar la frecuencia esperada de cada repetido polidinucle6tido
poli(XY)n para n>4 se tuvo en cuenta en cada caso la composicion nucleotidica
correspondiente a la base de datos analizada. En el caso de la base C, contig,
N=93435 nt, A: 24.144, C: 21.734, G: 23.541, T: 24.046. En el caso de la base SlI,
N=103.971 nt, A: 27.613, C: 20.960, G: 24.360, T: 30.963. En el caso de la base 5,
N=34.411 nt, A: 9.770, C: 7.287, G: 7.851, T: 9.503. En el caso de la base 3", N=69.560 nt,
A: 17.843, C: 13.748, G: 16.509, T: 21.460. Las frecuencias esperadas de los diferentes
repetidos perfectos de polidinucleétidos se calcularon como el cociente entre el producto
de la ocurrencia de cada mononucleétido implicado elevado a la potencia n y el nimero de
bases en la secuencia en estudio [(X.Y)"/N]. La significacion de la diferencia entre el valor
esperado y el observado se determind mediante un analisis de X? [(O-E)%E] comparando
el valor calculado con el de tablas (Glantz, 1982). Se estudi6 la prueba de hipétesis de
diferencia de proporciones para los pares complementarios de repetidos calculando el
valor de Z (Z= (01-0,) - (E1-E»)/[01(1-04)/N + O,(1-0,)/N]*?) y comparando con los valores

de tablas.

Parasitos

Durante este trabajo se usé la cepa CL Brener de T. cruzi (Brener & Chiari,
1963). Los epimastigotas fueron cultivados a 28°C en medio liquido de infusion hepatica y
triposa (LIT) suplementado con suero fetal bovino (Sigma) al 10% previamente tratado por

calor (20 min. a 65°C) para la inactivacion del complemento.
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Oligonucledtidos y sondas

Los experimentos con ensayos en gel de retardo se realizaron con
oligonucledtidos sintéticos con las secuencias [dT-dG];s y [dC-dA]is (Operon Technologies)
que fueron purificados en geles de poliacrilamida siguiendo protocolos convencionales.
Para los ensayos de competencia se empleé: un oligonucleétido poli [dT] de 15 nt, dos
diferentes oligonucleétidos llamados: CR4 (TAATCCGCATGCGTTGCACAGGTAGT) y
MP1 (CGCCGGGCGTGTGCTGCCAAACCGCTGACC), y un fragmento Ncol de 300 pb
gue contiene un repetido poli [dT-dG] de 28 pb, obtenido de la region intergénica entre los

genes tcpgp2 y ptrl de T. cruzi (Robello y col., 1997).

Preparacion de extractos nucleares

Los extractos nucleares se prepararon siguiendo basicamente el método de
Dignam (Dignam y col., 1983) con las modificaciones reportadas por Brown vy
Van der Ploeg en T. brucei (Brown & Van der Ploeg, 1994). Se cultivaron epimastigotas de
T. cruzi hasta fase exponencial (aproximadamente 10’ parasitos/ml) y se centrifugaron 10
min. a 1.000g. Se agregd en todos los buffers PMSF 1mM, pepstatina 1uM, leupeptina
0.6uM y todos los pasos se llevaron a cabo a 4°C. Las células fueron lavadas tres veces
en PBS y el pellet final fue resuspendido en buffer Tris-HCI 20mM pH 7.6, MgCl, 2mM, KCI
5mM, CaCl, 2mM, DTT 0.5mM, EDTA 1mM, espermidina 1mM, y PEG 6%. Luego de 10
min. en hielo, se agreg6é NP-40 hasta una concentracion final de 1.5%. La suspension
celular fue posteriormente homogenizada en un homogenizador Tri-R Stir-R (Model K41) a
3.000 rpm. Se adicion6 un volumen de sacarosa 0.64M, Tris-HCI 40mM pH 7.6, KCI
60mM, EDTA 1mM, EGTA 1mM, DTT 0.5mM, espermidina 1mM. Las células fueron
centrifugadas durante 10 min. a 1.500g a 4°C. El sobrenadante fue descartado y el pellet
resuspendido en 1ml de buffer Hepes 20mM pH 7.9, KCI 100mM, EDTA 0.2mM, glicerol
20%, DTT 0.5mM, PMSF 1mM. La suspensién fue centrifugada durante 1 hora a 25.000g
a 4°C. El sobrenadante fue removido y el pellet fue resuspendido en 500ul de mismo
buffer. Los ndcleos fueron homogenizados con 20 golpes en el homogenizador de
microtubos (K Deltaware). Los extractos fueron guardados a -80°C. La concentracién de
proteinas fue determinada por el método de Lowry (Lowry y col, 1951) usando fraccion V

de albumina de suero bovino (BSA) como estandar.

Los extractos proteicos de otras especies fueron obtenidos de modo similar
(Garat, 1995, 1999; Garat y col.,, 1998), excepto los de Escherichia coli que fueron

gentilmente cedidos por la Mag. Patricia Cortazzo de la Seccion Bioquimica.
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Los distintos pasos de método de purificacion de nucleos fueron analizados
fijando las fracciones con PBS-formaldehido al 2% y observandolas luego al microscopio
Optico por contraste de fase y por fluorescencia después de la tinciéon con colorantes

especificos para ADN (DAPI, Hoescht y YOYO-1) segun métodos convencionales.

Tratamientos con ADNasa, ARNasa y proteinasa K

Para el tratamiento de los extractos con ARNasa A (Sigma) se incubaron los
extractos nucleares con la enzima en una concentracion final de 100ug/ml, 250ug/ml,

500ug/mly 1.000ug/ml durante 15 min. a 4° C.

El tratamiento de los extractos con Proteinasa K (Bohering Mannheim) se
realizé durante 20 min. a 4°C una concentracion final de enzima de 0.7mg/ml, 2mg/ml,

5mg/ml y 7mg/ml en el buffer de la reaccién de unién.

Por ultimo el tratamiento con ADNasa |, se llevo a cabo durante 15 min. a
37° C usando concentraciones de enzima de 0.005U/ul, 0.025U/ul y 0.05U/ul en buffer
adecuado. La reaccion fue detenida por adicion de EDTA hasta una concentracion final de
25mM. También se realizé una reacciéon control sin ADNasa para descartar efectos de las

condiciones del tratamiento que no sean producidos por la enzima en si misma.

En todos los casos la reaccion de unién comenzé por la adicién de la sonda

marcada en las condiciones mencionadas para la reaccién de unién rutinaria.

Marcado de las sondas de ADN

El marcado del fragmento Ncol de la region intergénica corriente arriba del
gen ptr-1 se efectud por el método de relleno de los extremos cohesivos (Sambrook y col.,
1989). Para esto, se dejo reaccionar 100 ng del fragmento con la enzima Sequenase
(Gibco BRL) en presencia de desoxi-nucleétidos frios, 10 uCi de [a*’P]dATP y el buffer de
la enzima durante 15 min. a temperatura ambiente. El fragmento marcado se purificé de
los nucledtidos no incorporados por precipitacion con etanol absoluto y acetato de sodio
0.3M. Los precipitados se lavaron con etanol 70% y luego de secados, se resuspendieron
en agua hasta una concentracién de aproximadamente 1 ng y entre 30.000 y 10.000

cpm/ul medida en un contador de centelleo (Beckman Instruments).
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Los oligonucleédtidos (aproximadamente 100 ng por reaccién) fueron
marcados en el extremo 5" por medio de la enzima T4 polinucleétido quinasa usando
10 pCi [y**P]ATP durante 30 min. a 37°C de acuerdo a los métodos estandar, y purificados

por pasaje a través de columnas Sephadex G-50.

Reaccion de union y ensayo en gel de retardo (EMSA).

El andlisis en gel retardo (del inglés electrophoretic mobility shift assay o
EMSA) de las interacciones ADN-proteina fue realizado segin métodos convencionales
(Carey, 1991). Las reacciones fueron llevadas a cabo en un volumen de 20 ul con buffer
(Tris-HCI 10mM, KCI 10mM, MgCl, 10mM, DTT 1mM, EDTA 0.1M), espermidina 5 mM y
2 ug de poli[dI-dC].poli[dI-dC]) como competidores inespecificos. En cada reaccion se uso
1 ng de sonda marcado (10-30000 cpm). Para analizar la especificidad de los complejos
formados entre las proteinas nucleares y las sondas marcadas radiactivamente, se
adicion6 a la reaccion un ADN competidor no marcado en exceso. De esta forma, todos
los complejos inespecificos con ADN marcado no se desplazan y los complejos que
permanecen unidos a la sonda representan las asociaciones especificas. Esto se confirma
por la desaparicién del complejo en presencia de exceso de sonda fria. Los competidores
especificos fueron agregados a la reaccibn en un exceso molar de 100 veces a
temperatura ambiente durante 10 min. antes de la adicibon de sonda marcada. Las
reacciones fueron incubadas durante 20 min. a temperatura ambiente y cargadas en geles
nativos al 6 % acrilamida:bisacrilamida (30:0.36). Los geles fueron pre-corridos a 200
voltios a 4°C y luego corridos con las muestras durante 3-4 horas a 250 voltios y 4°C.
Luego fueron secados y expuestos a filmes de rayos X a -80°C usando pantallas
amplificadoras. En todos los casos, después de la electroforesis en gel de poliacrilamida,
el gel se analizé por autoradiografia. En los casos especificados, la concentracién de los
productos de reaccion se determind por medidas directas de radioactividad de las bandas
en el contador de centelleo. Para ello, cada carril del gel fue cortado en pequefios trozos
de 1 cm de largo y se adicion6 liquido de centelleo (SIGMA). Se determind la

radioactividad retenida por el complejo relativa al total de radioactividad en el carril.

La reaccion de unién se realizé en las condiciones descritas variando la
naturaleza y concentracién del competidor, el tiempo de incubacién, o las concentraciones
relativas de proteina y ADN-sustrato, en funcién del parametro a caracterizar. Ademas,

para los ensayos con sondas en la forma de simple hebra, se utilizaron como
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competidores secuencias arbitrarias de ADN en hebra simple o de ARN, con la finalidad de
descartar la formacion de complejos especificos de reconocimiento estructura, de simple
hebra o de ARN.

Las constantes aparentes de equilibrio se determinaron como la relacion de
las constantes cinéticas de asociacion y disociaciéon. Para la reaccion: ADN+P APN-
P) Keg=(ADN-P)/(ADN) (P). La constante de disociacion (Kd) es el inverso de la constante
de equilibrio K4=1/Keq. La constante de disociacion se relaciona con las constantes
cinéticas de asociacion y disociacion siendo Kg4= kyg/ka. Las constantes de asociacién se
estimaron variando los tiempos de incubacion para concentraciones conocida y en exceso
de sonda, empleando concentraciones de oligonucleétido de tal forma que fuera superior

al Ky del complejo. En estas condiciones (ADN-P)= (Pt) (1-e™

) donde k, es la constante
cinética de asociacion aparente de primer orden para la concentracién particular de
oligonucledtido Los valores de kd se determinaron mezclando concentraciones conocidas
de los reactivos, dejando transcurrir la reaccion hasta el equilibrio y luego adicionando
ADN competidor especifico a los complejos preformados. La constante de disociacion para
una reaccion de primer orden, kd, es la pendiente de In (ADN-P)/(ADN-Po) versus tiempo
(Stone y col., 1991). Los andlisis cinéticos funcionales se realizaron usando el programa

de series temporales (TSP) y Excel (Microsoft).

Cromatografia

Los extractos nucleares usados en los experimentos de cromatografia
fueron privados de &cidos nucleicos mediante extracciones con KCI a alta fuerza iénica
como se ha descrito (Zhang & Williams, 1997). Para ello se resuspendieron los Ultimos
precipitados de la extraccion de ndcleos en un buffer Hepes 20mM pH 7.6, KCI 1.7M,
EDTA 5mM, EGTA 1mM, DTT 0.5mM enfriado, y se homogenizaron con un
homogenizador Tri-R Stir-R (Model K41). Se dejé en hielo durante una hora y se centrifugd
a 135.000g toda la noche a 4°C. El sobrenadante se dializé luego durante 10 horas a 4°C
con un cambio de buffer, contra 50 volumenes del mismo buffer excepto que la
concentracion de KCI fue de 100 mM. Luego se sediment6 centrifugando a 1.000g para
remover el material precipitado. Las muestras fueron guardadas a —70°C en presencia de

inhibidores de proteasas.

Todas las cromatografias se realizaron a partir de una cantidad de proteinas

nucleares de epimastigotas de T. cruzi entre 10-50 mg. En todos los casos las eluciones
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se hicieron usando un gradiente no continuo de concentraciones crecientes de KCI, y se
recuperaron fracciones de un volumen de 5ml. La concentracién relativa de proteinas se
midio, en forma simultdnea a la elucion, mediante medidas de absorcion a 280 nm con un
monitor de luz UV (Pharmacia) acoplado. Posteriormente, las fracciones fueron
extensivamente dializadas contra buffer con KClI 150mM vy luego concentradas con
concentradores Centricon-10 (Amicon) hasta un volumen final de aproximadamente 50ul.
Se utilizé el EMSA con los oligonucleotidos especificos para determinar la presencia o
ausencia de actividad de union en cada fraccion. Asimismo, la composicién polipeptidica
de cada fraccion se estudio por SDS-PAGE (electroforesis en gel de poliacrilamida con
dodecil sulfato de sodio) y tincién con plata o azul de Coomassie siguiendo protocolos

convencionales (Sambrook y col., 1989).

Con el objetivo de purificar las proteinas caracterizadas a través del EMSA,
efectuamos dos tipos de cromatografias de afinidad basados en dos de las propiedades de

las proteinas identificadas:

1. su capacidad de unirse al ADN en hebra simple, por lo que empleamos
una columna de ADN bovino en hebra simple. Para ello, la fraccién nuclear obtenida luego
de la extraccién con alta fuerza idnica fue aplicada a una columna de ADN en hebra simple
unido a agarosa (Gibco BRL) de un volumen de 2ml y eluida con un gradiente discontinuo
gue consistié en un buffer Hepes 20mM pH 7.6, EDTA 5mM, EGTA 1mM, DTT 0.5mM, con
KCI 150 mM, 300mM, 500 mM, 1M y 2M. Se colectaron fracciones de 5ml que fueron

concentradas, desaladas y analizadas como se indic6 arriba.

2. su capacidad de unirse especificamente a la secuencia oligonucleotidica
blanco. Para ello, la fraccidn nuclear obtenida luego de la extraccién con alta fuerza i6nica
(aproximadamente 10 mg de proteina) se mezclé con (10 pg) los oligonucledtidos
especificos biotinilados en el extremo 5 (Roswell Park) en aproximadamente 10ml de
buffer A (Hepes 20mM pH 7.6, glicerol10%, KCI 100 mM, EDTA 5mM, EGTA 1mM, DTT
0.5mM) en presencia espermidina 1mM y Triton 1% durante 30 min. a temperatura
ambiente con agitacién suave en una plataforma rotativa. A esta mezcla se le adicioné
posteriormente 2 ml de estreptoavidina pre-tratada unida a agarosa (SIGMA) y se continu6
mezclando en las mismas condiciones durante otra media hora. La esptreptoavidina-
agarosa se trata previamente con albumina de suero bovino (BSA) 250ug/ml y ADN de
esperma de salmon (GIBCO CRL) 1mg/ml para disminuir los sitios de unién no especifica

a proteinas o acidos nucleicos presentes en la matriz. Para esto se centrifug6 brevemente
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2ml de streptoavidina-agarosa en tubos de microcentrifuga y se removié el sobrenadante.
Al pellet se le adicion6 la BSA, el ADN de salmén y buffer A y se mezclé gentiimente
durante 5 min. sobre una plataforma rotativa. Luego se centrifugé nuevamente la mezcla,
se resuspendié el precipitado en 2 ml de buffer A, se mezclé y centrifugd. Este lavado fue
repetido una vez. Por ultimo se resuspendio el pellet en 1ml del buffer de elucién con KClI
3M, se mezcld y centrifugd del mismo modo y se lavd dos veces el precipitado en el buffer
A. Luego de la reaccion entre los oligonucledtidos con los extractos nucleares y la
estreptoavidin-agarosa se procedié al empaquetamiento de la columna. Con este propésito
se introdujo lentamente la mezcla de reaccion en una columna para cromatografia de baja
presion de 10cm de alto por 1cm de diametro (Econo-Column BIO-RAD) sin flujo de salida.
Luego de incubar por 10 min., se inici6 el flujo de salida por presion gravitacional. Como se
menciond anteriormente, se colectaron fracciones de 5 ml que fueron luego concentradas

y desaladas.

Southwestern blot.

Para analizar la capacidad de las proteinas visualizadas en el SDS-PAGE
de unirse a las secuencias blanco oligonucleotidicas se efectuaron ensayos de
southwestern blot siguiendo basicamente protocolos previamente descritos (Miskimins y
col., 1985). Para ello las proteinas resueltas en los geles de poliacrilamida se transfirieron
electroforéticamente a membranas de nitrocelulosa (Protran Schleicher&Schwell) en un
buffer Tris 30 mM pH7.5, Glicina 233mM, Metanol 20% durante toda la noche a 14V a 4°C.

Luego de la transferencia las membranas se bloquearon durante 60 min. a
temperatura ambiente en el buffer de hibridacion (NaH,PO, 10mM pH 7.2, NaCl 0.5 M,
EDTA 1mM, TritbnX-100 0.2%) con leche deshidratada al 4%. Las membranas fueron
luego sometidas a ciclos de desnaturalizacion-renaturalizacion usando hidrocloruro de
guanidina (Vinson y col., 1988). Se incubaron en 50 ml de buffer de hibridacion
conteniendo hidrocloruro de guanidina 6 M durante 5 min. a temperatura ambiente. Las
membranas fueron posteriormente incubadas en una solucién diluida de hidrocloruro de
guanidina 1:1 con buffer de hibridacién (por lo tanto reducida un 50% la concentracién de
la sal) durante 5 min. a TA. Este procedimiento se repitié 4 veces, de tal modo de reducir
paulatinamente la concentracion de hidrocloruro de guanidina y finalmente la membrana
fue lavada dos veces en buffer de hibridacion. Se adiciono entonces 10 ml de buffer de
hibridacion conteniendo la sonda (50ng) con una actividad especifica de aproximadamente

2 10* dpm/ng. Se incubé durante dos horas a temperatura ambiente. Por Ultimo se retir6 la
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solucion radioactiva y se lavd la membrana dos veces 15 min. con buffer de hibridacién.
Las membranas fueron secadas y expuestas para auto radiografia. En algunos casos las
membranas fueron des-hibridizadas y re-hibridizadas con otra sonda luego de chequearse
la ausencia total de sefial de la sonda anterior.
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RESULTADOS

Cultivo de parésitos y obtencién de extractos nucleares.

En la figura 4 se observa el resultado de una extraccion de nucleos, visto por
tincion con Hoechst de los parésitos enteros (cuadros A y B).y de la fraccidon nuclear
(cuadros C y D) final obtenida por el protocolo de purificacién descrito en materiales y
métodos. La figura muestra que la fraccion final esta claramente enriquecida este
organelo. En estas fotos se observan algunos ndcleos rotos cuya proporcion varia seguin

las extracciones.

Figura 4. Microscopia 6ptica de preparados tefiidos con Hoescht para el sequimiento de la extraccién de

nicleos. Se muestran cuatro campos vistos al microscropio 6ptico con un aumento de 100x. A-B Parasitos
provenientes del cultivo de epimastigotas de T. cruzi en medio LIT fijado. C-D Fraccién nuclear fijada obtenida
segun se indica en materiales y métodos. A y C: vistas por contraste de fase; B y D: vistas al microscopio de

fluoresencia.



Interacciones entre extractos nucleares y la secuencia intergénica de ptr-1

Con el objetivo de buscar interacciones entre la secuencia intergénica 5” del
gen ptr-1 y las proteinas presentes en los extractos nucleares de epimastigotas de T. cruzi
realizamos geles de retardo utilizando como sonda el fragmento Ncol de 300 pb. Como se
observa en la figura 5, en las condiciones utilizadas no encontramos proteinas capaces de
establecer interacciones especificas con esta sonda. A medida que se incrementa la
concentracion de extracto nuclear la sonda retrasa su movilidad, pero este retraso no es
desplazado por el competidor especifico (carriles +). En estas condiciones no se
visualizaron interacciones especificas con la secuencia intergénica en forma de doble

hebra.

IG doble hebra
Extracto - 0505 1 1 5 510 10
Competidor - -+ -+ -+ - o+

Sondalibre —»vs a0 o @ « @& A & R

Figura 5. EMSA utilizando como sonda el fragmento Ncol de la secuencia intergénica del gen ptr-1. La

concentracion de extracto nuclear utilizada (en pg) se indica en la fila “Extracto”. Los signos “+" y “-* sefialan
respectivamente la presencia y ausencia del fragmento Ncol sin marcar en una cantidad 100 veces (100ng)
mayor a la sonda marcada (1ng) en la reaccion. Este experimento fue realizado en duplicado obteniéndose

resultados reproducibles.

Teniendo presente que en tripanosomatidos se han descrito elementos
reguladores en forma de hebra simple, repetimos el experimento anterior empleando ahora
la misma sonda, pero desnaturalizada por calor. Con este propdésito la sonda marcada fue
calentada a 95°C durante 10 minutos, colocada rapidamente en hielo y adicionada
directamente a la mezcla de reaccién con las proteinas nucleares. En estas condiciones se
produjo una agregacién de la sonda en el pocillo, resultando imposible discriminar la
existencia de complejos especificos con las proteinas nucleares (Figura 6).
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IG hebra simple

Extracto - 050511 5 5 10 10
Competidor - - + - + - + - +
- . - an &

Figura 6. EMSA utilizando como sonda el fragmento Ncol de la secuencia intergénica del gen ptr-1

desnaturalizada por calor. La concentracion de extracto nuclear utilizada (en pg) se indica en la fila “Extracto”.

Los signos “+” y “-* sefialan respectivamente la presencia y ausencia del fragmento Ncol sin marcar en una
cantidad 100 veces (100ng) mayor a la sonda marcada (1 ng) en la reaccion. Las flechas corresponden a la
sonda libre en doble hebra, y a cada una de las hebras simples. Este experimento fue realizado cuatro veces

obteniéndose resultados reproducibles.

Dada la dificultad para analizar las interacciones con el fragmento de 300 pb
de la regién intergénica, decidimos trabajar con sondas mas pequefias. La presencia de un
largo trecho de repetidos poli [dT-dG] en la intergénica de ptr-1 nos llevd a comenzar
estudiando esta secuencia en particular. En primer lugar, realizamos geles de retardo
utilizando el oligonucled6tido doble hebra (poli [dT-dG];s.poli [dC-dA]:s). En segundo lugar, y
dados los antecedentes de proteinas de union a hebra simple en regiones regulatorias de
los tripanosomatidos, empleamos los oligonucleétidos poli [dT-dG]is y poli [dC-dA]:s
separadamente. Mientras que con la sonda doble hebra no se obtuvo ningin complejo
(resultados no mostrados), con los oligonucleotidos se visualiz6é la formacion de varios

complejos (Figura 7).

En la figura 7 se observa la migracion de las sondas marcadas poli[dT-dG]5 y
poli [dC-dA],;s en el EMSA en presencia y ausencia de extracto nuclear. En los carriles 1 y
3 se ve claramente que los dos oligonucle6tidos tienen migraciones diferentes, debido a
leves diferencia en el peso molecular y a diferencias conformacionales. Cuando se

adiciona el extracto nuclear a la reaccion, la migracion de la sonda se retrasa
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produciéndose por lo menos tres complejos con la sonda poli[dT-dG].;s y un complejo con
la sonda poli [dC-dA];s .
s A
1 2 3 4

Figura 7. EMSA con las sondas de repetidos

dinucleotidicos y _extractos nucleares de

oy epimastigotas de T. cruzi. Sonda marcada
—_ . - radiactivamente: (1-2) poli[dT-dG]is y (3-4)
poli [dC-dA]ss . Carril 1 y 3: sonda marcada sin

proteinas. Carril 2 y 4: 5ug de extracto

- -
nuclear incubado con la sonda durante 20
minutos a temperatura ambiente. Las flechas
indican la posicion de los complejos
- » i producidos en los carriles 2 y 4.

En este experimento la sonda poli[dC-dA]l;s no habia sido purificada
observandose dos sefiales en el carril 3. Luego de la purificacion del oligonucleétido en
geles desnaturalizantes se obtuvo sélo la sefial de mayor migraciéon que produce
exactamente el mismo retardo cuando se incuba en presencia de proteinas nucleares en
las condiciones descritas. Algo similar sucedi6 con la sonda poli[dT-dG];s, que en la figura

7 ya habia sido purificada del mismo modo.

Analisis de la frecuencia y ubicacion de poli dinucle6tidos en el genoma de T. cruzi.

Para determinar si los repetidos poli [dT-dG], y poli [dC-dA], reconocidos
por factores nucleares, constituyen una particularidad de la regién intergénica ptr-1 del
locus H o son comunes a otras regiones no codificantes, se llevé a cabo un analisis
computacional utilizando las secuencias de T. cruzi reportadas en la base de datos del

GeneBank.

Por un lado se analiz6 el fragmento contig (C) de 93.4 Kb del cromosoma 3
de T. cruzi que incluye algunas fases abiertas de lectura. La proporcidon de bases de esta
region (A 25.8%, C 23.3%, G 25.5% y T 25.7%) concuerda con lo comunicado

previamente para el genoma de T. cruzi (Alonso y col., 1992) y el contenido en GC varia
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segun lo esperado, con una distribucién heterogénea entre 47% y 55% (Héctor Musto,
comunicacion personal). Por otra parte se generé una base de datos con las secuencias
intergénicas (Sl) extraidas de las secuencias enviadas individualmente al GeneBank
(103.971nt en total), cuya composicion es A 26.6%, C 20.2%, G 23.4%, T 29.9%.

El analisis de la abundancia de cada clase de poli dinucle6tido perfecto en
las dos bases de datos estudiadas (C y Sl) produjo los resultados que se muestran en la
Figura 8. Los repetidos mas largos y abundantes corresponden a los poli [dA-dA];,
poli [dT-dT],, poli [dA-dT],, y poli [dT-dG],.

Suma dinucleétidos perfectos n>4

600 -
500 - B Sl Intergénicas
400 - H Contig

300 +

200 +

100 +

AA  TT GG CC TA CA GA GC TC TG

Figura 8 . Gréfico representando la suma 3 F(n) para cada dinucleétido perfecto posible con n>4. En el

grafico se muestran los resultados obtenidos utilizando dos bases de datos diferentes. En rojo: regiones que
rodean a las CDSs de las 494 secuencias individuales de T. cruzi enviados al GeneBank (103.971 bases en
total). Se incluyen aqui todas las secuencias flanqueantes reportadas, cuyo largo varia para cada gen. En
verde: regiones no codificantes propuestas para el Contig de 93.4 Kb T. cruzi. Las sumas fueron normalizadas

segun se indica en materiales y métodos.

Teniendo en cuenta la composicion de bases del contig, los poli

dinucleétidos repetidos perfectos con n>4, con excepcién de poli [dC-dC],, poli [dC-dG], ¥y
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poli [dG-dG],, se encuentran representados en numeros significativamente mayores que lo
esperado (prueba de ¥* P< 0.0001) (Tabla 1).

AA AC/ICA AG/IGA AT/TA CC CG/GC CT/TC GG GT/TG TT
O 81 9 13 58 2 2 13 3 27 84
E 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2

Tablal._Frecuencia de poli dinucleétidos repetidos perfectos en el contig. Se indican los valores totales de

frecuencia de polidinucledtidos repetidos perfectos n>4 observados y esperados teniendo en cuenta la

composicién en bases del Contig de 93.4 Kb (ver materiales y métodos).

Con respecto a la base de datos que incluye a las 494 secuencias
individuales con indicaciones de CDSs, los resultados son casi idénticos. La abundancia
relativa de los dinucledtidos es semejante a la observada en el contig, los mismos
dinucleétidos son los que se alejan de los valores esperados aleatoriamente y con el

mismo nivel de significacion (Tabla 2).

AA AC/ICA AG/IGA AT/TA CC CG/IGC CT/TC GG GT/TG TT
O 46 37 17 34 1 2 15 0 77 42
E 3 3 3 4 3 3 3 3 3 7

Tabla 2._Frecuencia de poli dinucleétidos repetidos perfectos en la secuencias independientes. Se indican los

valores totales de frecuencia de polidinucleétidos repetidos perfectos n>4 observados y esperados teniendo en
cuenta la composicion nucleotidica de la base de secuencias generada (Sl). Se incluyen aqui todas las

secuencias flanqueantes reportadas, cuyo largo varia para cada gen. (ver materiales y métodos).

Al igual que lo descrito para C, en Sl los repetidos poli (dT-dG) se
encuentran preferentemente agrupados y rodeados de repetidos poli (dT-dG) imperfectos.

Se observa ademas que en Sl los poli (dT-dA) son los dinucleétidos repetidos mas largos.

Las principales diferencias entre las dos bases de datos estudiadas estan
constituidas por una proporcion mayor de dinucleétidos AA, TT y AT en el contig respecto
a las regiones que bordean a los genes individuales. Este fendmeno se explica
principalmente por la presencia de una region rica en las bases Ay T en el contig (Figura
10). La otra diferencia que se destaca esta dada por una mayor abundancia de poli (dT-

dG) circundando a las CDSs en la Sl con respecto a la encontrada en C.
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Por otro lado, si comparamos la abundancia de los pares de poli
dinucleétidos complementarios, el par poli (dT-dG)-poli (dC-dA) se aparta de lo esperado
presentando polaridad de hebra. Este es el Unico par de dinucleétidos complementarios
cuya prueba de proporcion de frecuencias se aparta en forma significativa (Z=3.40

P<0.0003), fendbmeno que también se observa en el contig (Z=2.57 P<0.005).

Durante este estudio se evidenciaron trechos importantes de dinucleétidos
imperfectos, que no estaban siendo tenidos en cuenta en el analisis. A fin de incluirlos se
utilizé el programa TRF. Esta utilidad solo trabaja con repetidos mayores o iguales a 20
bases (n=10). La base de datos de los genes individuales fue dividida en las regiones 5" y
3’ respecto a las CDSs de cada gen, basandose en la informacion extraida del GeneBank,
con la intencion de investigar la posible distribucion preferencial de los repetidos en alguna
de estas localizaciones. Los resultados se muestran en la figura 9.

En lineas generales el andlisis incluyendo a los repetidos imperfectos y
considerando sélo aquellos motivos dinucleotidicos con un n>10 da lugar a un perfil similar
al observado en la figura 8. Por otro lado, se destaca una abundancia mayor de los poli
dinucledtidos poli [dA-dA];,, poli [dT-dT], y poli [dA-dT], en las regiones 3" respecto a las 5
respecto de las CDSs. Una tendencia similar, aunque mas suave, es mostrada por los
repetidos poli [dT-dG],, .

La ubicacion de los poli dinucleétidos perfectos fue estudiada en forma
global en el contig (Figura 10). En el esquema se ve claramente la concentracion de
repetidos poli [dA-dA],, poli [dT-dT], y poli [dA-dT], en la zona entre las bases 1-20.000.
Los repetidos poli [dA-dG], y poli[dC-dT], también se encuentran mucho mas
representados en esa zona. La distribucion y naturaleza de los repetidos de dinucleétidos
involucrados sugiere la posibilidad de que esta zona del ADN adopte conformaciones
particulares. A continuacién se observa una region (aproximadamente entre la posicion
25.000 a 40.000) que no contiene informacién transcripcional, y que coincide a la vez con
un cambio en la relacion G-C/G+C y con un cambio en la hebra transcripcionalmente
activa (Héctor Musto, comunicacion personal). Resulta interesante sefialar que los
repetidos poli [dT-dG], con n>4 se encuentran en las regiones intergénicas y por lo general
agrupados. Ademas se observaron repetidos imperfectos bordeando a los perfectos
obtenidos por este analisis. Estas caracteristicas también son compartidas por la region

intergénica del locus H estudiada.
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Dinucleoétidos imperfectos con n>10.

800 ~

700 A

asl 3
BmSI5
B CONTIG

600 -

500 +

400 +

300

200 -

100 A

AA 1T GG AG AT AC TC TG

Figura 9. Gréfico representando la suma > F(n) para cada dinucleétido posible considerando a los

dinucledtidos imperfectos con n>10. En el grafico se muestran los resultados obtenidos utilizando tres bases de

datos diferentes. En rojo: regiones 5" respecto a las CDSs de Sl. En rosa: regiones 3 respecto a las CDSs de
Sl. Se incluyen aqui todas las secuencias flanqueantes Sl, cuyo largo varia para cada gen. En verde: regiones
no codificantes propuestas para el Contig de 93.4 Kb T. cruzi.

La ubicacion de los repetidos perfectos poli [dT-dG], mas largos encontrados fue
también determinada para Sl. La figura 11 esquematiza la ubicacidén de estas secuencias
con respecto a la CDS del gen correspondiente. De la figura se desprende que, si bien no
puede establecerse un perfil claro de localizacion, la distribucion no parece al azar. Los
genes representados en esta figura se listan en la tabla 3. No se encontrd ninguna relacion
evidente entre la presencia de repetidos poli [dT-dG], en las secuencias flanqueantes a las
regiones codificantes y caracteristicas de los genes como: nivel de expresion, estadio de

expresion, uso de codones o propiedades de las proteinas codificadas.
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Figura 10 . Esquema representando la ubicacion de los dinucledtidos perfectos con n>4 a lo largo del contig.

En la abscisa se representa el contig de 93.4 Kb, indicandose las bases desde la posicidn 1 hasta la 93435. En
cada uno de los 10 dibujos se ubican los trechos de dinucle6tidos perfectos con n>4 en la secuencia. En las

ordenadas se indica el n maximo para cada dinucleotido.
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Figura 11. Ubicacion de los repetidos poli [dT-dG], con n>4 respecto a la CDS del gen en gue se encuentran.

En el esquema central se representa la CDS (region codificante) y se indican las distancias en bases hacia los
extremos 5’y 3". Los repetidos se muestran como pequefias barras horizontales del mismo color y al mismo

nivel que el nimero de acceso al GeneBank del gen correspondiente.

La frecuencia, distribucién y polaridad de hebra que muestran los motivos poli [dT-dG], ,
sumadas al hallazgo de proteinas nucleares de epimastigotas capaces de establecer
interacciones con ellos, nos condujo a proseguir el estudio de esta interaccion a través de

la caracterizacion primaria de su especificidad y afinidad.




Tabla 3. Lista de las secuencias que contienen los repetidos poli [dT-dG], con n>4. En la columna de la

izquierda se encuentra el numero de acceso de las secuencias localizadas en la figura anterior. En la columna
central se describe brevemente el gen y/o la proteina codificada por este gen indicandose alguna caracteristica
interesante cuando se conoce. La columna izquierda muestra el tamafio de los repetidos (n) de cada gen. Para
los genes que contienen méas de un repetido los n de izquierda a derecha corresponden a los repetidos en la
direccion 5°-3'.

Numero de Gen y/o proteina codificada Largo (n) de
acceso poli [dT-dG]
Z47789 Gen de proteina tipo cistatina 11
L76077 Factor de elongacién 1-alfa 4,7,7
M65021 GP72 un antigeno del estadio epimastigota 57,6,6,5

AHO008347 KMP11 una proteina asociada al 10,9

Citoesqueleto regulada a nivel traduccional
U70620 Gen de Ca2+-ATPasa de expresion elevada 9,44
en amastigotas
U24190 Tc40 antigeno 8,5
M25364 KAP proteina asociada al kinetoplasto en 8,6
epimastigotas y amastigotas
AF047023/AF Parlb Componente de la varilla paraflagelar 6,5
004380
X62144 PO Proteina ribosomal 5
U11272/U060 Proteina de union al poli (A) 4,7
70/AF044733
U31282 Deshidrogenasa homéloga a levadura 7,4,6
M61732/X572 TCNA neuraminidasa , antigeno de fase 5,6
35/M21582 aguda
M97956 beta tubulina y alpha tubulina 16
Y09115 probable histona H2A 5
u04340 TcA33 amastina 54
X02838 1F8 proteina 9
AF09099 Genes TolT1 (tolT1), TolT2 (tolT2), y TolT3 7,16
(tolT3)
U25030 Gen de tuzina 55
L01584 Proteina de union al calcio; relacionada a 5,4
calmodulina
749222 P-glycoproteina 14,5,4, 4
Y11262 Gen Ipd dihidrolipoamida deshidrogenasa; 4

AF051696 P85.2 homologo a sialidasa 4

L27659 Gen de histona H3 4
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Caracterizacién de los complejos especificos entre las sondas poli [dT-dG]i5 ¥

poli [dC-dA]is y los extractos nucleares de epimastigotas de T. cruzi

Con la finalidad de analizar la especificidad de estas interacciones
intentamos distinguir entre componentes estructurales y de secuencia. Para ello se
llevaron a cabo ensayos de retardo introduciendo diferentes tipos de competidores. En
primer lugar se emplearon el oligonucleétido especifico y su complementario. Por otro lado
se us6 ADN del fago M13 para examinar la especificidad por ADN en hebra simple
independientemente de la secuencia. También se incluyé ARNt de levadura para analizar
especificidad por ARN genéricamente. Asimismo, utilizamos la region intergénica
empleada en los primeros ensayos tanto en la forma doble hebra como en la forma
desnaturalizada por calor, para estudiar el posible efecto del contexto de la secuencia.
Finalmente empleamos poli[dT];s como wuna secuencia polipirimidina y dos
oligonucledtidos de 30nt elegidos al azar (MP1 y CR4 descritos en materiales y métodos)

para distinguir los componentes de secuencia de la especificidad.

La figura 12A muestra el perfil de bandas obtenido usando la sonda
poli [dT-dG];s. Se observaron por lo menos tres diferentes complejos especificos
(anotados como TG1, TG2, y TG3). Los dos oligonucleétidos poli [dT-dG];5 o poli [dC-dA];s
fueron capaces de competir con la sonda. Cuando se compite con el oligonucleétidos
complementario se observa una varacion en la migracion de la sonda probablemente
debida a la formacién de una doble hebra. Ni el oligonucleétido poli [dT]:s, ni CR4 y MP1
gue tienen el mismo largo que la sonda dinucleotidica, pudieron competir en estas
condiciones. Una proteina de unién al ARN no especifica de secuencia podria estar
involucrada en la formacién del complejo TG3 dado que es desplazado por ARNt de
levadura. La razén por la cual se incrementa la intensidad de este complejo en presencia
de los oligonucleétidos permanece sin ser comprendida. Es interesante destacar que la
secuencia intergénica en forma de doble hebra es incapaz de desplazar a ninguno de los
complejos en estas concentraciones, mientras que la misma secuencia en hebra simple
produce una agregacion en el pocillo. A partir de estos resultados concluimos que tanto
TG1 como TG2 corresponden a interacciones especificas con la sonda.

Un perfil diferente de bandas se obtuvo usando el oligonucledtido
poli [dC-dA];s como sonda (Figura 12B). Por lo menos tres complejos fueron evidenciados
(designados CA1, CA2, y CA3). Los dos oligonucleétidos especificos poli [dC-dA]s Y
poli [dT-dG];s compitieron con los tres complejos. CA1 y CA2 fueron completamente

desplazados por el ARNt de levadura. El complejo CA3 mostré alta especificidad por la
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sonda dado que no pudo ser desplazado por ninguno de los competidores usados,

incluyendo los tres oligonucleétidos (poli [dT];s, CR4 y MP1).

A B

Competilor 1 1

Figura 12. EMSA con las sondas de repetidos dinucleotidicos para estudiar la especificidad de los complejos

formados con los extractos nucleares de epimastigotas de T. cruzi. Sonda marcada radiactivamente:

(A) poli[dT-dG]i5y (B) poli [dC-dA]is . Se emplearon varios competidores en un exceso de 100-veces respecto a
1 ng de sonda marcada en cada reaccion. Carril 1: sonda marcada sin proteinas. Carril 2-12: reacciones de
unién con la sonda oligonucleotidica marcada y 5ug de extracto nuclear. Carriles 3-12: reacciones de unién en
presencia de competidores (indicados encima de cada carril). Designacion de los competidores: CA (poli[dC-
dAlis), TG (poli[dT-dG]1s), Igds (fragmento Ncol de 300 pb, hebra doble), IGss (competidor anterior en forma de
hebra simple), tRNA, (ARNt), tRNAh (ARNt previamente calentado), M13 (ADN simple cadena del fago M13),

poli[dT]n, CR4, y MP1. Estos resultados fueron reproducibles en miltiples experimentos.

Para determinar la naturaleza de las moléculas que integran estos
complejos, los extractos nucleares fueron tratados con diferentes enzimas degradativas.
En las condiciones ensayadas el complejo TG2 fue sensible a la Proteinasa K mientras
que el TG1 no; ambos mostraron resistencia a la actividad ARNasa y ADNasa. (Figura 13).
El efecto de estas enzimas sobre el complejo TG3 no fue determinado. La naturaleza
proteica del complejo TG2 quedd claramente demostrada en este experimento. La
intensidad de la banda correspondiente al complejo TG1 disminuye levemente al aumentar
la concentracién de proteinasa K. Si bien se requiere de andlisis ulteriores para la
confirmacion, la aparicion concomitante de una banda de menor movilidad podria sugerir

gue el complejo TG1 contiene un componente proteico.



En el caso de la sonda poli [dC-dA];s el complejo CA3 se mostro estable frente a la

actividad ARNasa y ADNasa y sensible a la actividad proteinasa K.

ARMasa A Proteinasa K ADNasa |

TG1 LA A AL T T I

Figura 13. EMSA con extractos tratados con enzimas degradativas. Se observan dos geles diferentes. El

superior muestra el complejo CA3 con la sonda poli[dC-dA]is mientras que el cuadro inferior muestra los
complejos formados con la sonda poli[dT-dG];s. Carril C: Reaccion control de unidén en ausencia de enzimas.
Para cada tratamiento las concentraciones de enzima de izquierda a derecha en los cuarto carriles son
ARNasa A: 100ug/ml; 250ug/ml, 500pg/ml, 1000ug/ml. Proteinasa K: 0.7 mg/ml, 2 mg/ml, 5mg/ml y 7 mg/ml;
ADNasa I: 0.005 U/ul, 0.025 U/uly 0.05 U/ul. El tltimo carril de la derecha es un tubo control de la reaccion de
la ADNasa .

No se observaron cambios en el perfil de bandas cuando se usaron
diferentes extractos proteicos. Sin embargo la intensidad relativa de las bandas varié un
poco dependiendo de los extractos y de las condiciones en que se guardaron, debido
probablemente a su degradacion. Los complejos mas labiles, que tienden a desaparecer

mas rapidamente luego de procesos de congelado-descongelado, son TG3 y CA2.

Es interesante mencionar que los complejos especificos para cada sonda
fueron capaces de formarse aun a una fuerza ionica de 1M de KCI. Cuando se incrementa
mas las concentracion de KCI disminuye la formacion de los comlplejos pero aun son

visibles en el EMSA hasta 2M de KCI (resultados no mostrados).
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Como se esperaba la proteina de unién a hebra simple (SSBP) de

E. coli (PROMEGA) fue capaz de formar complejos con ambas sondas oligonucleotidicas.

Sin embargo el desplazamiento fue eliminado cuando se emplearon cualquiera de los

oligonucledtidos de 30nt (Figura 14).

Figura 14. EMSA con SSBP. Resultados
para la sonda poli[dT-dG];s. Carriles 1:
sonda libre, 2-8: 1 ng de SSBP, sin
competidor (2), y con 100 veces
poli[dT-dGl1s (3), poli[dC-dAlis (4), ARNt
(5), poli (dT)1s (6), ADN del fago M13 (7),
oligonucleétido MP1 (8).

Complejo —- . s B

SORCIE DS ——

Con la intencidon de analizar si esta actividad de union especifica a las

secuencias oligonucleotidicas poli [dT-dG];s y poli [dC-dA];s se encuentra conservada

entre las cepas de T.cruzi, preparamos extractos nucleares de epimastigotas de las

cepas Y y Tulahuén. Como se muestra en la figura 15, las dos cepas estudiadas fueron

capaces de retrasar a las sondas oligonucleotidicas dando lugar a un perfil idéntico al

observado en la cepa CL Brener.

A
1 2 3 4
— - -
—_— ¢ B
—_—

Figura 15. EMSA con extractos nucleares de epimastigotas de distintas cepas de T. cruzi. A. Sonda

poli [dC-dA];s B. poli [dT-dG]ss, Carriles. 1: Sondas libres, sin proteinas. 2-5: Reacciones de unién con 10 ug

de extracto de las cepas: 2.Tulahuen. 3. Y. 4 y 5. CL Brener. Las flechas sefialan los complejos ya

caracterizados para cada una de las sondas. Estos resultados fueron reproducibles en varios experimentos.
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Durante este trabajo y en el marco de una pasantia en el laboratorio de la Dra.
Noreen Williams (Dept. of Mycrobiology, State University of New York at Buffalo) también
se estudié la presencia de esta actividad de union a las secuencias poli [dC-dA]is y poli
[dT-dG]is en extractos nucleares de T. brucei. Con este propoésito se cultivaron y se
prepararon extractos nucleares de la forma prociclica (forma replicativa que habita en el
insecto) de este organismo. A través del ensayo en geles de retardo observamos la
formacion de complejos muy similares a los vistos en T. cruzi (Figura 16). Sin embargo,
evidenciamos que a la altura del complejo TG2 de T. cruzi, se visualiza un complejo muy
poco intenso en T. brucei que es desplazado por los tres competidores inespecificos
analizados. Asimismo se observa claramente un complejo que tiene una migracion menor
a la del complejo TG2 de T. cruzi, denominado TG2B, que parece tener una especificidad
similar a la caracterizada para el TG2 de T. cruzi. En la figura 16A se visualizan los
complejos CA1 y CA3, y también se observa muy tenue una sefial correspondiente al
complejo CA2 que se hace mas visible a medida que aumenta la concentracion de
extracto. No se efectuaron determinaciones de especificidad con esta sonda. La
semejanza en los perfiles de retraso en estos dos parasitos sugiere que probablemente

existan en T. brucei proteinas similares a las caracterizadas en T. cruzi.

A 1 2 3 4 B 1 23 4 5 6 7 8
CA3 — -“
TG2B —» ‘ . .
G2 —~
CAl —

N ETL
Sonda —s “ Sonda — ' ' S .

Figura 16. EMSA con extractos nucleares de T. brucei. A. Sonda poli [dC-dA] 15 Las flechas indican los

complejos formados por los extractos de T. cruzi en el mismo gel. Carril 1, Sonda libre. Carril 2 a 4: extractos
nucleares de T. brucei con 1ug, 5ug, y 10ug de extracto nuclear respectivamente. B. Sonda poli [dT-dG]is
Carril 1, sonda libre. Carril 2, extractos nucleares de T. cruzi (10ug). Carriles 3 y 4, extractos nucleares de T.
brucei (10 pg por carril), recién preparados y guardados a —80 °C. Carriles 5-8, Reacciones de competencia
con: poli [dT-dG]ss5 oligonucledtido, ADN del fago M13, ARNt de levadura tratado por calor y un oligonucle6tido
de treinta nt con una secuencia al azar, respectivamente. Este experimento se realiz6 en duplicado y los

resultados fueron reproducilbles.
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Dada la aparente conservacibn de las actividades de union a los
oligonucleotidos poli [dC-dA];s y poli [dT-dG]is nos preguntamos si esta actividad estaba
también presente en otras especies. Con éste propésito realizamos el EMSA empleando
extractos proteicos de los organismo que son modelos de trabajo en nuestro laboratorio:
extractos de Escherichia coli, extractos totales de Aspergilus nidulans, extractos nucleares
de protoescolices de Echinococcus granulosus, y extractos nucleares de eritrocitos de
Gallus gallus. Como se observa en la figura 17, todos los extractos fueron capaces de
retardar ambas sondas produciendo mas de un complejo con migraciones diferentes a las
observadas en T. cruzi. Un analisis muy preliminar de la especificidad, utilizando ARNt y
ADN cadena simple del fago M13 indica que, en este sentido, los complejos tampoco se
comportan de modo idéntico a los de T. cruzi.

A s \0 ‘,‘Ll"‘ B w,ﬂ‘,\ \0 1'\11
oW W L ) o) . s U\"-“ W.'-“ i
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e ’Qi"r *%;31“‘

Figura 17. EMSA con extractos nucleares de distintas especies. A. Sonda poli [dC-dA] 15 B. Sonda poli

[dT-dG]ss .Carriles. 1: sonda libre. 2-4: extractos totales de E. coli, sin competidor (2), con ADN cadena simple
del fago M13 (3), ARNt (4). 5-7: extractos totales de A. nidulans, sin competidor (5), con ADN cadena simple
del fago M13 (6), ARNt (7). 8-10: extractos nucleares de E. granulosus, sin competidor (8), con ADN cadena
simple del fago M13 (9), ARNt (10). 11-13: extractos nucleares de G. gallus, sin competidor (11), con ADN
cadena simple del fago M13 (12), ARNt (13). 14: extracto nuclear de T. cruzi. En cada reaccion se utilizaron
aproximadamente 5 pg de extracto de cada una de las especies. EI ARNt empleado en las competencias fue

previamente tratado por calor.
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Determinacién de parametros fisicoquimicos funcionales de los complejos

especificos.

Con la finalidad de caracterizar la afinidad de los complejos ADN-proteina,
intentamos en primer lugar, determinar la cantidad de complejo formado en funcion de la
concentracion de proteinas en el equilibrio. En nuestras condiciones, dado que usamos
extractos nucleares de T.cruzi, la cantidad absoluta de proteina involucrada en la
formacion de los complejos no puede ser determinada. Por lo tanto se tomé la cantidad de
proteina total como referencia. La concentracion de la sonda, en cambio, si puede ser
estimada. En estos ensayos se uso la sonda en exceso. Para la sonda poli [dT-dG];s, el
complejo TG1 se observa a partir de concentraciones de extracto de 0.1 ug/20 ul, mientras
gue el complejo TG2 es so6lo visible a partir de 3.0 ng/20 ul (Figura 18A). Para la sonda
poli [dC-dA];s los complejos CA1l y CA3 son también detectados a concentraciones de
proteina de 0.1 ug/20 ul mientras que el complejo CA2 es detectado a concentraciones de
0.75 pg/20 ul (Figura 18B). A medida que se incrementa la concentracion de proteinas, el
perfil de bandas se vuelve mas complejo en ambos casos. Sin embargo no, se evidencian
claros efectos de cooperatividad en ninguno de los casos, especialmente para los

complejos especificos.

A

1 36 122448

TGC2—> 5 .xl'
TGCl— B

Figura 18. Formacion de los complejos en funcion de la concentracidon de proteinas. Las reacciones de union

se llevaron a cabo usando concentraciones crecientes de extractos nucleares de epimastigotas de T. cruziy 1
ng de sonda marcada: (A) Sonda poli [dT-dG]is y (B) poli [dC-dA]is. Las concentraciones de proteinas (mg/ml)

se indican sobre cada carril. Estos resultados fueron reproducibles por duplicado.

Si bien el EMSA fue desarrollado con proteinas puras, permitiendo el
calculo preciso de parametros cinéticos y termodinamicos, posteriormente ha sido usado

con extractos nucleares para la estimacion primaria de las constantes cinéticas tanto de kj,
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y en forma mas general de kg4, asi como la constante de afinidad Kqy. El ensayo en gel de
retardo con los extractos nucleares obtenidos como se describié permitié realizar esta
estimacion. Con este propdsito se establecieron las condiciones para una reaccion de

pseudo primer orden usando la sonda en exceso y cantidades limitantes de proteinas.

Las proteinas reguladoras que producen interacciones con el ADN se
caracterizan por una cinética de formacion rapida con valores de k, de 10’ M*s™ y Ky del
orden de 10° a 10 M (Berg, 1988). Se estudi6 la cinética de formacién removiendo
alicuotas a distintos tiempos a medida que transcurre la reaccion. En el caso de la sonda
poli [dT-dG];s, las reacciones se llevaron a cabo en la presencia de ARNt a fin de eliminar
los complejos inespecificos. Los resultados para ambas sondas se muestran en la figura
19 Ay B respectivamente. Los analisis cuantitativos no revelan diferencias significativas en
la estimacion preliminar de las constantes de asociacion para una reaccion de pseudo-
primer orden (figura 19C y D) estimadas en el orden de 102s™ y que conducen a valores

del orden de magnitud esperados.
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Figura 19. Cinética de formacion de los complejos especificos. Paneles superiores. El tiempo desde el comienzo

de la reaccion hasta que se cargan las muestras se indica encima de cada carril. (A) Reacciones de unién con la

sonda poli [dT-dG];s. (B) Reacciones de unién con la sonda poli [dC-dA]is. Paneles inferiores: los

derivados de los experimentos de los paneles superiores se grafican como porcentaje de cpm del complejo
(dividido el total de cpm del carril) contra el tiempo. (C) Complejo TG1 (D) Complejo CA3. Las reacciones se

llevaron a cabo usando 5 mg de extracto nuclear. Estos resultados fueron reproducibles por duplicado.
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Para estudiar la estabilidad de los complejos, luego de transcurridos 20
minutos de la reaccién de unién, se adicioné el oligonucleétido especifico correspondiente
sin marcar en un exceso molar de 500-veces. A distintos tiempos, se removieron alicuotas
gue fueron analizadas en geles de retardo. Como se muestra en la figura 20, los complejos

mostraron diferentes perfiles de disociacion.

A B
B 0051 3 5 7 101520 3040 BO0OO0OS1 3 5 7101520 3040
TG2 _"'*‘“ CA3 — .'.' '....
61 >Paean = Y

Figura 20._Estabilidad de los complejos. Luego de la formacién de los complejos, se adicioné un exceso de

500 veces del competidor especifico sin marcar a la reaccion para minimizar la re-ligacion de las proteinas a la
sonda marcada. En los tiempos en minutos indicados sobre cada carril, se removieron alicuotas de la reaccion
y se analizaron en geles para determinar la cantidad de complejo remanente. (A) Sonda poli[dT-dG]is (B)
Sonda poli [dC-dA]is . Las reacciones se llevaron a cabo usando 5 pg de extracto nuclear. Estos resultados

fueron reproducibles en dos experimentos.

Los andlisis cuantitativos de estos experimentos (Figura 21) revelaron que
la vida media funcional, t;,, es aproximadamente de 1 min. para el complejo TG1y 10 min.
para el complejo CA3. Mientras tanto, para el complejo TG2, al igual que para CA1l, se
encontraron constantes de disociacion muy altas, con vidas medias funcionales menores
de un minuto. Los resultados obtenidos pueden traducirse en una constante funcional de

disociacion estimada en 10 °M para CA3y 10 ° M para TG1.

44



35 47
30 8
e [-F] I'.
g 25 R~
@ | E 2,5 { # .
Faa = 2
& 1z | T .
= 15 ‘- = 15 - \ )
E 10| g .o
S - = I s
o - B 2 .
59 .% . ) ) E 0,5 1
0 o e . J - 0- * , ,
0 500 1000 1500 2000 2500 0 500 1000 1500
tiempo (s) tiempo (s)

Figura 21. Determinacion de la vida media de los complejos. Los datos fueron obtenidos de un experimentos

como el descito en la figura anterior. (¢) Complejo TG1 con la sonda poli [dT-dG]:s , (M)Complejo CA3 con la
sonda poli [dC-dA]is . (Izquierda) Curvas de disociacién: cpm del complejo (normalizadas sobre el total de
cpm del carril) contra el tiempo. (Derecha) Determinaciéon de la ti, de cada complejo como la pendiente del
grafico de logaritmo de las cpm del complejo en funcion del tiempo.

Purificacion de las proteinas que intervienen en la formacion de los complejos
especificos.

Para la purificacion de las proteinas involucradas en la formacién de los
complejos caracterizados por EMSA fue necesario un cambio a escala preparativa en el
cultivo de T. cruzi (aproximadamente 10 litros de cultivo por vez). Los extractos nucleares
obtenidos por el método descrito previamente, fueron sometidos a purificacion por
métodos cromatograficos convencionales. Para detectar los perfiles en SDS-PAGE en las
fracciones purificadas se partié de por lo menos 10 mg de proteina de la fraccién soluble

de los extractos nucleares.

Para eliminar los é&cidos nucleicos, la fraccion soluble de los extractos
nucleares fue sometida a una extraccion con alta concentracion de sales (1,7M de KCI). La
fraccion soluble resultante fue dializada extensivamente durante toda la noche a 4° C, con
dos cambios de buffer, en presencia de inhibidores de proteasas. Este paso de purificacion
resulté en una disminucién de aproximadamente un 80 % del valor de absorvancia a 260
nm, y en una pérdida de cerca del 50 % del contenido de proteinas iniciales medido por el
método de Lowry.
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El segundo paso de purificacién consistié en una cromatografia de afinidad
con ADN bovino en hebra simple unido covalentemente a agarosa. La presencia de las
proteinas estudiadas fue ensayada por EMSA con las sondas especificas poli [dT-dG]:s ¥y
poli [dC-dA]:s. En varios experimentos independientes, recuperamos actividad de unién
especifica a las sondas blanco en la fraccion de 500mM de KCI (Figura 22). Por lo general
la actividad se concentraba principalmente en esta fraccibn, aunque en algunos
experimentos se observd también actividad en las fracciones circundantes. La actividad de
unién CA3 y TG2 co-eluye en esta cromatografia, lo que sugiere que la/s misma/s
proteina/s podria/n estar involucradas en el reconocimiento de las secuencias de

dinucleétidos complementarias. El rendimiento del procedimiento mejoré cuando se
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Figura 22. EMSA de las fracciones eluidas de una cromatografia de ADN de hebra simple unido a agarosa con

extractos nucleares de T. cruzi. A. Sonda poli [dC-dA]is. CAl1, CA2 y CA3: complejos especificos previamente
caracterizados. B. Sonda poli [dT-dG]is. TG1, TG3: complejos especificos previamente caracterizados. En ambos
casos cada carril corresponde a: 1. Sonda libre. 2. Extractos nucleares antes de la extraccion de sales. 3. Fraccion
aplicada a la columna. 4. Fraccién que no se unié a la columna (condiciones de carga 150mM KCI). 5. a 10.
Fracciones eluidas con: 150 mM, 300mM, 500mM, 1M, 1.5 M y 2M de KCI respectivamente. Este experimento fue

repetido multiples veces dando lugar a resultados similares.

disminuy6 la fuerza iénica del buffer en la reaccion de union utilizando 50mM de KCI
(resultado no mostrado). Al usar una fuerza iénica menor en el buffer de unién a la matriz
(ADN bovino de hebra simple) se evit6 la pérdida de las proteinas que se observaba en el

lavado inicial.

Las fracciones también fueron analizadas por SDS-PAGE como se muestra en la
figura 23. Todas las fracciones muestran un perfil complejo de bandas, que es
reproducible por lo menos en sus polipéptidos mas abundantes. Una banda claramente
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mayoritaria, correspondiente a un peso molecular aparente de alrededor de 40 kDa,
aparece en todas las fracciones de la cromatografia de ADN en hebra simple que
presentan actividad de union especifica (Figura 23 C). La proteina de 40 kDa se ve mas
pura en la fraccion de 1M de KCI (Figura 23B, carril 2) y es la Unica claramente visible por

tincién con azul de Coomasie (Figura 23A, carril 3).
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Figura 23. SDS- PAGE de fracciones de cromatografias con ADN en hebra simple-agarosa. A. Gel de

acrilamida:bisacrilamida al 15%, teflido con azul de Coomassie. Carril 1, Marcadores de peso molecular (en kDa).

El mismo marcador fue usado en todos los experimentos; su migracion se indica con una barra delante de cada

gel. Carril 2, extractos nucleares luego de extraccion salina, fraccion incial de la cromatografia (10 ug). Carril 2,
fraccién eluida a 500 mM de KCI B. Gel de acrilamida:bisacrilamida al 15% tefiido con plata. Carril 1, fraccion
eluida a 500 mM de KCI. Carril 2, fraccién 1M KCI C. Gel de acrilamida:bisacrilamida al 10% tefiido con plata.

Fracciones de una misma cromatografia. Sobre cada carril se indica la concentracion de KCl usada para eluir cada

fraccion.

Para determinar cual de las proteinas en cada carril del SDS-PAGE poseia la
actividad de unién a la secuencia blanco se efectuaron ensayos de southwestern blot. En
las fracciones obtenidas de la columna de ADN en hebra simple que mostraban actividad
de union especifica a las sondas poli [dC-dA];s y poli [dT-dG];s, encontramos una sefal
intensa que se corresponde con la banda mayoritaria en el SDS-PAGE (Figura 24).
También se observa una sefial de menor intensidad con mayor migracion. Sin embargo,
en dos experimentos analogos esta Ultima banda no se visualiza, mientras que si se marca

claramente la sefal de aproximadamente 40 kDa.
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También es interesante sefialar que en el carril correspondiente al extracto nuclear
se observan por o menos cuatro sefiales, ninguna correspondiente en peso molecular

aparente a la que produce la intensa sefial en los carriles 4 y 5 del southwestern.

Figura 24, Southwestern blot. El 1l — 12 3 4 5

oligonucledtido poli [dT-dG]is fue marcado y 73 —

usado como sonda. Carrii 1 a 3, extracto

nuclear 20ug, 2ug y 0,2ug respectivamente. 47

Carril 4 y 5, fracciones eluidas de una
cromatografia de ADN en hebra simple unido 33— .'.
a agarosa a 300mM y 500mM de KCI 28 —
respectivamente.
20 — —

En segundo lugar, se ensay0 una cromatografia de afinidad en columna con el
oligonucledtido poli [dT-dG];s unido a biotina y agarosa unida a estreptoavidina. Los
extractos nucleares pre tratados se aplicaron a la columna que fue previamente bloqueada
con BSA (albumina de suero bovino) y ADN de esperma de salmén. La actividad de unién
al blanco se recuperd fundamentalmente en la fraccion KCI 1M. No se realizaron

experimentos con el oligonucledtido poli [dC-dA] 15. (Figura 25).

1234567 8910 Figura 25. EMSA de las fracciones de cromatografia de afinidad
a la sonda poli [dT-dG]. El oligonucleétido poli [dT-dG]is se
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marcé radiactivamente y se us6 como sonda para el ensayo de

|
H

geles de retardo. TG1 y TG2 diferentes complejos especificos

1
‘ caracterizados previamente. Cada carril corresponde a:
7G2 — ' . ' 1. Sonda libre. 2. Extractos nucleares antes de la extraccion
salina. 3. Fraccion aplicada a la columna 4. Fraccién que no se
761 — R une a la columna (condiciones de carga KCI 150mM). 5 a 10.
Fracciones eluidas con, 300mM, 500mM, 1M, 1.5 M, 2M y 3M

de KClI respectivamente. Este experimento fue repetido multiples

Sonda -
tibre —> . of . . ' ‘ veces dando lugar a resultados similares.



Un analisis preliminar de los perfiles de SDS-PAGE de las fracciones
muestra que estan compuestas por mas de un polipéptido, incluso la fracciébn 2M. En la
fraccion 1.5M KCI se observa una banda de aproximadamente 40kDa que podria ser la
misma que eluye en la fracciéon 500 mM KCI de la columna de ADN en hebra simple. Sin
embargo los resultados hasta el momento obtenidos no permiten afirmar claramente que

sea esta la proteina responsable de la formacién del complejo con la sonda poli [dT-dG];s.

Los resultados arriba descritos nos permiten concluir que los dos
procedimientos cromatograficos empleados son Utiles para la purificacién de las proteinas

de union especifica a los oligonucle6tidos que estudiamos.

Durante este trabajo también se ensayaron purificaciones en bache
utilizando los oligonucleétidos poli [dT-dG];s y poli [dC-dA];s unidos a vidrio de tamafio de
poro controlado (Operon Technologies). Sin embargo con este método no se logré ni el
poder de separacion ni el rendimiento obtenido en las cromatografias de afinidad en

columna arriba descritas.
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DISCUSION

La secuencia intergénica de ptr-1 contiene sefiales que son reconocidas por

factores presentes en los extractos nucleares de epimastigotas de T. cruzi.

En este trabajo utilizamos el ensayo de retardo en geles para buscar
interacciones ADN-proteina entre extractos nucleares de epimastigotas de T. cruzi y
regiones del genoma potencialmente vinculadas a la regulacion de la expresiéon génica. En
primer lugar, en las condiciones ensayadas, no observamos interacciones especificas
entre la region de la secuencia intergénica del gen ptr-1 estudiada (fragmento Ncol) en
forma de doble hebra y las proteinas nucleares de epimastigotas de T. cruzi. Las

condiciones en que se realizaron las reacciones de union, en particular la presencia de
poli [dI-dC].poli [dI-dC] 2 ug como competidor inespecifico y la presencia de cantidades

importantes de ADN enddégeno en los extractos, disminuyen grandemente las
interacciones inespecificas que podrian producirse con la sonda. De todos modos, cuando
se usan concentraciones altas de proteinas se producen interacciones que no son
desplazadas por la adicién de la sonda fria. Sin embargo no es posible desechar
absolutamente que en otras condiciones (cofactores, fuerza idnica, composicion del gel,
etc) pueda establecerse alguna clase de interaccion especifica. De hecho, aunque Nunes
y col (1997) con extractos nucleares de T. cruzi con un protocolo analogo al que aqui
ensayamos logra encontrar actividad doble hebra en el promotor del gen que codifica para
el miniexén, Yu y col.(1998) trabajando en Leishmania y Pham y col. (1997) en T. brucei
encuentran actividad de unién a doble hebra sdélo al usar fracciones parcialmente
purificadas ya sea por tratamiento salino o utilizando columnas de heparina

respectivamente.

Mientras tanto, cuando utilizamos la misma secuencia intergénica
parcialmente desnaturalizada se produce una agregacion en el pocillo que no fue posible
resolver en el gel. Este resultado podria estar indicando que existen mdltiples sefiales
blanco en cada una de las hebras simple cadena. Estas sefiales podrian ser reconocidas
por proteinas nucleares dando lugar a la formacion de complejos macromoleculares que
no se pudieron discriminar en las condiciones empleadas en este ensayo. La presencia de
multiples sefiales para el reconocimiento de proteinas de union a ARN o ADN en forma de
hebra simple, concuerda con los reportes sobre esta clase de interacciones en los

promotores hasta el momento caracterizados en los tripanosomatidos (Jans y col., 1994;



Brown & Van der Ploeg, 1994). También se correlaciona con la transcripcion policistronica
y con los mecanismos de regulacién post-transcripcional, fenébmenos en los que sin duda
deben intervenir un importante grupo de proteinas capaces de establecer interacciones

con los acidos nucleicos en forma de hebra simple.

Resulta importante aclarar que en este trabajo no es posible descartar que
las interacciones con el ADN cadena simple evidenciadas se deban, en el escenario
celular, a interacciones con el ARN. Es decir, no podemos excluir que las posibles sefales
gue encontramos sean reconocidas por proteinas que intervienen en la dindmica del ARN.
Un modo de estudiar este aspecto seria construir sondas de ARN con la misma secuencia
que las de ADN y hacer en paralelo la caracterizacion de la interaccion desde el punto de
vista de la especificidad y la cinética. La purificacién y secuenciacion de las proteinas
involucradas en el reconocimiento de estas sefales serian posteriormente la clave para

conocer en que clase de 4cidos nucleicos estan contenidos sus sitios blancos funcionales.

Los resultados obtenidos usando la region intergénica 5° del gen de ptr-1
indicaron que las condiciones experimentales empleadas no permiten disecar las
interacciones que intentdbamos estudiar. Son diversas las variables plausibles de ser
modificadas para resolver este problema; por ejemplo, naturaleza del competidor,
detergentes, tamafio de sonda, etc.. En este caso, evidenciada la existencia de mdultiples
interacciones con la regién intergénica en hebra simple, nosotros optamos por trabajar con
sondas mas pequefias que pudieran representar motivos de reconocimiento de proteinas

individuales.

La presencia de un largo trecho de dinucleétidos poli (dT-dG) habia llamado
la atencién cuando se secuencid el locus tipo H de T. cruzi. Asimismo la abundancia de
repetidos dinucleotidicos en las regiones intergénicas de T. cruzi es una caracteristica que
ha sido reportada en estos parasitos (Andersson y col., 1998). Estos antecedentes nos
condujeron a preguntarnos si los dinucleétidos poli (dT-dG) constituyen sefiales
especificas para el reconocimiento de proteinas que sean parte de una cascada de
eventos en procesos bioldgicos relevantes. Usando como sonda los oligonucleétidos
poli [dT-dG];5s y poli [dC-dA];s en el EMSA encontramos factores presentes en el extracto
nuclear que eran capaces de establecer interacciones con estas secuencias. Este
resultado preliminar nos condujo a efectuar un analisis computacional para investigar si los
motivos poli [dT-dG], y poli [dC-dA], presentaban alguna particularidad genémica que

ameritara su estudio ulterior.
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Los repetidos dinucleotidicos poli [dT-dG], presentan una frecuencia y ubicacién

peculiar en el genomade T. cruzi.

A pesar de que los proyectos genoma han revelado que las regiones
intergénicas de los policistrones de los kinetoplastideos contienen abundantes repetidos
de mononucleétidos y dinucleétidos no se ha podido establecer claramente aun su
significado funcional. Los resultados de este trabajo confirman esta observacion,
encontrandose ademas que los repetidos de dinucleétidos, a excepcion de poli [dC-dC],,
poli [dC-dG], y poli[dG-dG],, se encuentran representados en ndameros muy
significativamente mayores a lo esperado. Este hecho puede atribuirse a fenémenos
expansivos debidos a deslizamientos de hebra en la replicaciobn o entrecruzamiento
desigual durante la recombinaciéon (Jeffreys y col., 1985). El hecho de que la ADN-
polimerasa “resbale” parece ser debido a pausas en la replicacion provocadas por
estructuras secundarias complejas (conformacion Z, estructuras cruciformes, horquillas,
codos, triples y tetrahélices) adoptadas por estas regiones o a la presencia de complejos

proteicos asociados (Wells, 1996; Weitzmann y col., 1996).

Por otro lado, se encontr6 una particular distribucion de los repetidos de
dinucleétidos a lo largo del contig. Su abundancia en las zonas transcripcionalmente
activas y su ausencia donde cambia la direccion de transcripcion sugiere una funcion
vinculada a la regulacién de la expresion a nivel cromosémico. La gran concentracion de
dinucleétidos repetidos poli [dA-dA],, poli [dT-dT],, poli [dA-dT],, tanto en el contig como en
los genes individuales, podria vincularse con algun papel estructural del ADN. Se ha visto
que las zonas ricas en Ay T (Sinden, 1994) dan lugar a codos en el ADN que a menudo

se encuentran en regiones gue intervienen en la dindmica génica.

Cuando analizamos las secuencias de T. cruzi que flanquean las regiones
codificantes y el contig de 93.4 Kb, encontramos que los motivos dinucleotidicos
poli [dT-dG];s y poli [dC-dA];s no son una particularidad del locus H, sino que abundan en
las en las regiones no codificantes. Por lo general se encuentran agrupados y rodeados de
repetidos imperfectos poli [dT-dG], y poli [dC-dA],. Mientras tanto en las regiones
codificantes este par de repetidos (con n>4) es muy escaso. Esto se explicaria tanto por
su baja probabilidad estocéastica y como por la presion selectiva a la que estan sometidas
las zonas codificantes. En términos aminoacidicos los repetidos de dinucleotidos dan lugar
a motivos de alternancia de aminoéacidos, Cys.Val para UGU.GUG y His-Thr para CAC.
ACA, que no conforman ningdn motivo conocido y que pueden incluso ser seleccionados

en contra por razones estructurales y funcionales.
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Es interesante sefialar que los dinucledtidos poli [dT-dG],, aparecen entre
los mas abundantes en ambas bases de datos y presentan algunas particularidades
importantes. Cabe recordar que estos repetidos son capaces de generar estructuras en el
ADN de tipo Z y tetrahélices (Sinden, 1994; Gaillard & Strauss, 1994). Por un lado, llama la
atencion el hecho de que estan mas representados en la base Sl que en el contig, lo que
podria indicar que estos motivos se concentran cerca de las regiones codificantes. Por otro
lado, son los Unicos tdndem de dinucledtidos que muestran una marcada polaridad de
hebra, estando significativamente mas presentes en la hebra codificante. Esta propiedad
los vuelve candidatos interesantes a ser sefiales blanco de proteinas cuya funcion
depende del posicionamiento adecuado respecto a las hebras codificantes y no
codificantes. Esta una propiedad caracteristica de los factores que intervienen en la
regulacion de la expresién génica y en el procesamiento del ARN.

En los diferentes organismos, en forma independiente del contenido en GC
de sus genomas, se ha visto una tendencia a que las zonas del promotor de los genes
sean mas ricas en GC. Los tripanosoméatidos no se comportan de este modo lo que es
acorde a la ausencia de promotores clasicos, claramente definidos (Alonso y col., 1992).
Ha sido propuesto que las regiones 3" son responsables de la expresion especifica de
estadio (Nozaki & Cross, 1995). La presencia de regiones ricas en Ay T en las zonas 3’
respecto a las CDSs ha sido vinculada a la estabilizacion de los ARNm en varios
organismos y muy recientemente en T. cruzi (Di Noia y col., 2000). El andlisis de la
frecuencia de repetidos imperfectos que compara las regiones 5 y 3" muestra que los
repetidos de dinucleétidos poli [dA-dA],, poli [dT-dT],, poli [dA-dT],, son mas abundantes

en los 3" UTR, coincidiendo con su posible papel en la regulacion de la expresion.

Los repetidos poli [dT-dG], y poli [dC-dA], son blancos especificos para proteinas

de union a hebra simple.

En este trabajo reportamos la unién especifica entre las proteinas presentes
en los extractos nucleares de epimastigotas de T. cruzi y los oligonucledétidos con el motivo
de repetidos poli [dT-dG];s y poli [dC-dA];s.

El uso de distintos competidores nos permitié establecer una jerarquia de
especificidades para los diferentes complejos que fueron observados con cada sonda,
permitiéndonos caracterizar sus especificidades estructurales y/o de secuencia. La
competencia con ARNt y con ADN hebra simple tuvo como objeto estudiar el

reconocimiento debido a afinidad por los &cidos nucleicos en hebra simple
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independientemente de la secuencia. La especificidad por la secuencia nucleotidica se
analizé compitiendo con oligonucleétidos del mismo tamafio y de composicién aleatoria.
Teniendo en cuenta el papel de la regiones polipirimidinicas en el procesamiento del
ARNmM se usé también el oligonucledétido poli[dT];s. Por dltimo, en este trabajo no se
realizaron estrategias experimentales que permitieran analizar si las interacciones se

deben al reconocimiento de estructuras complejas formadas por los oligonucleétidos.

Utilizando los criterios expuestos arriba nosotros encontramos tres
complejos especificos, uno para la sonda poli [dC-dA];s (CA3) y dos para la sonda
poli [dT-dG];5 (TGly TG2).

Los experimento con la proteina de E. coli de union a hebra simple (SSBP)
indicaron que las condiciones experimentales empleadas para caracterizar la especificidad
de los complejos con las sondas oligonucleotidicas son adecuadas para estudiar la
especificidad de secuencia de una proteina de union a hebra simple. La incapacidad del
oligonucledtido poli(dT);s de desplazar al complejo con SSBP podria deberse a que su

tamafio es insuficiente para constituir un blanco para esta proteina.

La especificidad de los factores que reconcen a los dinucleétidos por la
naturaleza del sustrato y por la secuencia podria ser estudiada mas en profundidad. Con
este propésito podrian llevarse a cabo experimentos de competencia con sondas de ARN
con la secuencia repetida poli [rU-rG];s para distinguir la especificidad debida a la
naturaleza del acido nucléico. A partir de los resultados surge la posibilidad de estar en
presencia de proteinas que reconozcan trechos de alternancia purinas-pirimidinas. Sin
embargo, no se llevaron a cabo competencias con otros oligonucle6tidos del tipo poli [dPu-
dPy]s, como poli [dC-dG];s, poli [dA-dT];s para comprobar esta hipoétesis, dado que en las
condiciones ensayadas estas combinaciones de sondas forman dobles hebras y por lo

tanto los resultados se tornan no informativos.

La naturaleza quimica de los factores responsables de las interacciones con
los oligonucleodtidos estudiados, fue analizada tratando los extractos con enzimas capaces
de degradar sustratos de naturalezas diferentes. Los resultados demuestran claramente
gue dos de los complejos especificos (TG2 y CA3) son proteinas o contienen por lo menos
un componente proteico que le confiere su capacidad de reconocer a estos motivos. Las
condiciones del EMSA son particularmente adecuadas para la estabilizacion de
interacciones entre proteinas y acidos nucleicos (Chandler 1992). Los retardos podrian

deberse a la union de una molécula de ARN muy estable, libre o formando parte de un
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complejo ribonucleoproteico. Los resultados indican que esta Ultima posibilidad no esta
teniendo lugar para ninguno de los complejos encontrados. La resistencia a la acciéon de la
Proteinasa K mostrada por el complejo TG1, no elimina la posibilidad de que esté
compuesto por proteinas. En primer lugar, porque podria no contener los sitios blanco para
esta enzima. Si bien la proteinasa K es una proteasa muy activa y posee una amplia
especificidad por sustrato, exhibe preferencias en su clivaje (Ebeling y col., 1974), no
siendo capaz de degradar toda clase de proteinas. Se han reportado proteinas resistentes
a esta serin proteasa; incluso ha sido usada para generar un corte Unico en una proteina
nativa (Wolfe & Wicknet, 1984). En segundo lugar porque no se realizé un tratamiento
proteolitico exhaustivo. Para confirmar la resistencia de estos complejos a esta actividad
seria necesario usar un buffer que tenga Ca™ 1mM y no tenga EDTA, ajustar las
condiciones de tiempo y temperatura para potenciar la actividad de la Proteinasa K.

También deberian ensayarse otras enzimas proteoliticas.

Existen proteinas capaces establecer este tipo de interacciones en otras cepas de T.

cruzi, en T. brucei y en otras especies.

El mismo patron de migracion observado en la cepa CL Brener fue obtenido
cuando se usaron extractos nucleares de otras dos cepas diferentes: Y y Tulahuen. La
aparente homologia en los perfiles de retraso sugiere que las proteinas involucradas en
estas interacciones son conservadas entre cepas y por lo tanto podrian ser de relevancia

para la biologia del parasito.

El hallazgo de un perfil similar de unidon cuando se usaron extractos
nucleares de T. brucei, apoyan ain mas la idea de la posible importancia de estas

proteinas.

Asimismo, la observacion de diferentes tipos de retardos en el EMSA
usando proteinas de diferentes especies indica que en todas ellas existen factores
capaces de unirse con cierta especificidad a los motivos poli [dT-dG];s y poli [dC-dA];s, En
bacterias esto no resulta sorprendente ya que se han caracterizado proteinas de unién a
hebra simple (entre ellas la SSBP) asi como la proteina RecA que se une preferentemente
a estas secuencias. Se requeririan mas estudios para confirmar si los complejos

observados son realmente especificos de estas secuencias.
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Los complejos especificos presentan propiedades fisicoquimica comparables a las

descritas para proteinas reguladoras de la expresion génica.

El ensayo en geles de retardo con extractos nucleares ha sido usado para
visualizar complejos ADN-proteina, proporcionando evidencia de la existencia de factores
especificos para secuencias blanco definidas y estableciendo las bases para su
purificacién. Aunque los parametros fisicoquimicos de estas interacciones solo pueden ser
determinados en la presencia de proteinas puras, los extractos crudos permiten estudiar
complejos multiproteicos y ademas hacen posible la estimacién de las constantes
funcionales de asociacion y disociacion (Lane y col., 1992). Como los extractos nucleares
poseen muchas proteinas de union al ADN, tanto o no secuencia especificas, no podemos
excluir la existencia de interacciones complejas proteina-proteina que o incrementen o
enmascaren la formacion y el comportamiento fisicoquimico de los complejos en estudio.
Por lo tanto, los parametros determinados en estas condiciones deben ser
conceptualizados como parametros funcionales. Sin embargo, el uso de extractos crudos
para la deteccion y caracterizacion preliminar de cinética y termodinamica, nos da una
informacion que representa mas fielmente la situacion que esta teniendo realmente lugar
en la célula (Carey, 1991).

En primer lugar se estudid la actividad de unién en funciéon de la
concentracion de proteinas para descartar relaciones de cooperatividad en la formacién de
los diferentes complejos. La aparente independencia observada hace posible los analisis
cinéticos planteados en este trabajo. Sin embargo no podemos afirmar que utilizando una
sonda de mayor tamafio este comportamiento se vea alterado, pudiendo representar
incluso, un panorama mas parecido al que ocurre in vivo. A concentraciones altas de
extracto se ven efectos artefactuales probablemente causados por la viscosidad y la

concomitante formacién de agregados.

En segundo lugar los tres complejos especificos caracterizados presentan
cinéticas de formacion rapidas y dos de ellos mostraron cinéticas de disociacion medibles
por EMSA. Los resultados dieron lugar a la estimacion de las constantes de equilibrio
funcionales correspondientes que fueron de 10° M™ para TG1 y de 10° M* para el
complejo CA3. El complejo TG2 tiene una cinética de formacion similar, pero su velocidad
de disociacion es demasiado alta para permitir su correcta determinacion por EMSA en las
condiciones utilizadas. Si bien los resultados son preliminares, estos comportamientos
cinéticos son compartidos por proteinas de unién al ADN vinculadas a la regulacién de la

expresion génica (Berg y col., 1988)., y por lo tanto las vuelven interesantes para su
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ulterior purificacion y caracterizacion. Ademas los analisis funcionales de este tipo tiene

especial relevancia para comparar el papel estadio especifico de estos complejos.

Los resultados obtenidos con la sonda poli [dT-dG];s y poli [dC-dA]is no son
comparables. Hasta ahora no sabemos si las proteinas que intervienen en la formacion de
los complejos especificos son las mismas 0 no. Es posible que una Unica proteina esté
involucrada en el reconocimiento de ambas sondas pero que presentara diferente afinidad
por cada una. También podriamos estar en presencia de una proteina que reconozca el
motivo poli Pu-Py y que entonces las diferencias se expliquen por la conformacion
particular que poseea cada oligonucle6tido. Un trabajo reciente del grupo de Dutreix, que
estudia la preferencia de las proteinas de recombinacion por las secuencias
dinucleotidicas repetidas demuestra que el repetido poli [dT-dG];s tiene una estructura
secundaria diferente a la del poli [dC-dA];s (Biet y col., 1999)

Una proteina de 40 kDa podria formar parte de los complejos especificos
estudiados.

Los métodos de purificacion empleados en esta tesis se basaron en las
propiedades que mostraban las proteinas que componen los complejos especificos en el
EMSA. La capacidad de uniéon a ADN en hebra simple fue utilizada en la cromatografia de
afinidad con ADN bovino en hebra simple. La elusion de la actividad de unién a las sondas
poli [dC-dA];s y poli [dT-dG°];5s a una concentracion de KCI 500mM confirma que las
proteinas presentan una afinidad alta por el ADN en forma de hebra simple. En esta
fraccion se recuperan las actividades especificas descritas. Esto podria implicar a la
misma proteina formando parte de los diferentes complejos, o a varias proteinas con un
grado de afinidad por el ADN en hebra simple similar. EI hecho de que los complejos CA3
y TG2 se comporten de un modo similar frente a la proteinasa K apoya la primera

posibilidad en este caso.

Los perfiles de SDS-PAGE indican que un polipéptido de alrededor de
40kDa est& presente en forma mayoritaria en la fraccién en la que eluyen las actividades
especificas. Esta misma molécula es reconocida por la sonda oligonucleotidica
poli [dT-dG];s en el ensayo de southwesternblot. Si bien el ensayo de southwesternblot ha
sido ampliamente usado para identificar proteinas de unién al ADN especificas de
secuencia, la titulacién de la sonda puede deberse a la presencia de proteinas de alta

afinidad al ADN en hebra simple no especificas de secuencia. En este sentido serian
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necesarios ensayos ulteriores en presencia de distintos competidores o agentes
desestabilizantes para confirmar la especificidad del reconocimiento. De todos modos, en
forma preliminar estos resultados en conjunto sugieren que esta proteina podria ser la

responsable de la formacién de por lo menos alguno de los complejos especificos.

Por otro lado la cromatografia de afinidad con los oligonucleétidos
especificos, en particular con el poli [dT-dG];s demostro ser también una herramienta (til
para la purificacién. Como se esperaba, la actividad de unién TG2 eluy6é a una fuerza
ibnica mayor que en la cromatografia de hebra simple. Disponemos de resultados
preliminares que no se incluyen en este trabajo que indican que los perfiles de bandas en
el SDS-PAGE son complejos, observandose varios polipéptidos en cada fraccion, entre los

cuales se observa uno de aproximadamente 40 KDa.

Por dltimo, si bien los dos procedimientos cromatograficos utilizados
demostraron ser adecuados para la purificacion de las proteinas en estudio, la
combinacién de ambas aproximaciones proporcionaria una herramienta poderosa para la
confirmacion de su identidad en el SDS-PAGE y para su subsiguiente purificacion. Sin
duda el uso de técnicas convencionales de separacion de proteinas es una estrategia a

incorporar en el protocolo de purificacién.

La proteina de 40 kDa purificada esta siendo analizada por espectrometria
de masa a fin de determinar exactamente su peso molecular, analizar su perfil de digestion
y compararlo con las bases de datos existentes para buscar posibles homologias con
proteinas de funcién conocida. De todos modos, la verificacion de que la proteina
purificada posea la actividad de unién especifica a los motivos poli [dT-dG];s requerira de
la microsecuenciacion, clonacion del gen, expresion de la proteina recombinante y analisis

ulteriores por EMSA para demostrar las propiedades de reconocimiento caracterizadas.

Especulaciones acerca del posible rol de estos complejos.

Las regiones poli [dT-dG], y poli [dC-dA], tienen la capacidad de adoptar
estructuras particulares de ADN, y pueden ser blanco para proteinas involucradas en la

biogénesis y dinamica de los &cidos nucleicos.

58



Estas proteinas podrian estar involucradas en la maduracién del ARNm. En
los afios recientes, se han identificado un grupo de proteinas de union a ARN que se cree
estan relacionadas al procesamiento de ARN en los tripanosomatidos (Das y col., 1996;
Pitula y col., 1998; Manger y col., 1998; Zhang y col., 1998). Las proteinas de unién al
ARN son de relevancia crucial en la regulacién de la expresién génica en estos parasitos,

dado que la misma ocurre fundamentalmente a nivel post-transcripcional.

Los repetidos poli [dT-dG], se postulan como uno de los elementos
recombinogénicos, que llevan a incrementos en los rearreglos gendmicos. Estas
secuencias en hebra simple son reconocidas por la proteina recA (Dutreix, 1997) y por su
homologos en otros organismos (Biet y col., 1999). Por lo tanto, la presencia de estas
secuencias en las regiones intergénicas también podria significar sefiales de
recombinacion en caso de existir un sistema anélogo al de Rec A en este paréasito. Dada la
plasticidad del genoma en los protozoarios kinetoplastideos, el estudio de las bases

moleculares de la recombinacion es un tema de gran interés (Gibson & Miles, 1986).

Por otro lado, las secuencias estudiadas pueden ser reconocidas por
proteinas del grupo de “alta movilidad” o HMG (high mobility group) (Gaillard y Strauss,
1994). Las proteinas de esta clase intervienen en eventos de recombinacion y
transcripcién (Bianchi, 1995). En T. brucei se ha reportado una proteina HMG con

actividad de union a un oligonucleétido Octl (Erondu y Donelson, 1991).

Finalmente, cabe la posibilidad de que estas secuencias estén relacionadas
con el ensamblaje del complejo de transcripcion. En eucariotas superiores los motivos poli
dTG vy poli dCA son capaces de potenciar el inicio de la transcripciébn cuando son
colocadas en vectores de expresion con un gen testigo (Hamada y col.,, 1984). Los
experimentos de EMSA usando los promotores del los genes VSG y PARP de T. brucei
mostraron la presencia de actividades de unién a hebra simple sugiriendo que estos
promotores necesitan estar en forma relajada para permitir la union de la ARN polimerasa
I, y el aparato de transcripcion (Brown & Van der Ploeg, 1994; Janz y col., 1994). El inicio
de la transcripcion ha sido observado a partir de regiones intergénicas que son
normalmente transcriptas como parte de los pre mensajeros policistronicos (Kelly y col.,
1991; Biebinger & Clayton, 1996). Se ha sugerido que la ARN polimerasa Il tiene muy
poca especificidad y que la transcripcion puede deberse a la iniciacion en mdaltiples sitios
de baja afinidad a lo largo de la unidad policistronica. De este modo la transcripcion podria

iniciarse azarosamente dentro de las regiones intergénicas ricas en ApT las cuales podrian
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entrar en una apertura transitoria para permitir el ensamblaje del complejo de la ARN
polimerasa Il (Swindle 1996). En este contexto, las proteinas de uniéon a hebra simple
podrian estar involucradas no sélo en la unién sino también en el mantenimiento de la
forma abierta estable del ADN.
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Conclusiones

Los resultados obtenidos en este trabajo nos permiten llegar a las siguientes conclusiones:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Los elementos poli [dT-dG], y poli [dC-dA], que estan presentes en la region
intergénica de ptrl, son reconocidos por proteinas de los extractos nucleares de
epimastigotas de T. cruzi

Los elementos poli [dT-dG], y poli [dC-dA], son abundantes en otras regiones
intergénicas. Se encuentran formando agrupamientos y presentan una marcada
polaridad de hebra.

Algunos factores contenidos en los extractos nucleares de epimastigotas de T. cruzi
establecen interacciones especificas con ambos elementos.

Los complejos que resultan de estas interacciones estan presentes en diferentes cepas
de T.cruzi. Un perfil similar se observa cuando se usan extractos nucleares de
T brucei. Los elementos poli [dT-dG],, y poli [dC-dA], son también reconocidos por
factores presentes otras especies distantes.

Los valores de los parametros fisicoquimicos funcionales de las interacciones
especificas son comparables con los reportados para proteinas reguladoras de la
expresion génica.

Una proteina de 40 kDa que interacciona con el ADN en hebra simple fue parcialmente

purificada y podria formar parte de alguno de los complejos especificos.

Teniendo en cuenta las diferentes funciones que han sido propuestas para los repetidos

de dinucledtidos poli [dT-dG], y poli [dC-dA],, los resultados aqui presentados sugieren

gue los complejos caracterizados podrian ser de relevancia para la biologia de este

parasito.
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